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RINGKASAN 
 Kedelai hitam (Glycine soja) merupakan salah satu komoditas kacang-
kacangan yang memiliki kandungan antioksidan dalam bijinya. Terdapat berbagai 
macam kelompok antioksidan dalam kedelai hitam dan sebagian besar dari 
golongan fenol dan flavonoid. Antioksidan yang ada dalam biji dapat ditingkatkan 
melalui proses germinasi dan elisitasi. Proses elisitasi dan germinasi dinilai 
sebagai metode yang efektif untuk meningkatkan produksi metabolit sekunder 
dibandingkan dengan teknik kultur jaringan, hibridisasi, maupun rekayasa 
genetika. Elisitasi merupakan penambahan elisitor yang dapat memicu 
terbentuknya metabolit sekunder. Elisitasi merupakan metode yang efektif untuk 
meningkatkan antioksidan dalam tanaman. Kecambah kedelai hitam yang kaya 
antioksidan dapat dimanfaatkan lebih lanjut dalam pembuatan tepung kecambah, 
sari kecambah, maupun yoghurt kecambah kedelai hitam (black soyghurt) yang 
memiliki aktivitas antioksidan lebih tinggi sehingga memiliki nilai jual dan nilai 
nutrisi yang lebih baik. 
 Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui jenis elisitor polisakarida, lama 
germinasi, dan konsentrasi elisitor yang optimal dalam meningkatkan aktivitas 
antioksidan kecambah kedelai hitam. Metode yang digunakan adalah deskriptif 
kuantitatif dengan variabel pengamatan jenis elisitor, konsentrasi elisitor, dan 
waktu perkecambahan. Kedelai hitam jenis Detam 3 dipilih karena memiliki 
aktivitas antioksidan terbesar (78,823mg AAE/gr sampel). Elisitasi dilakukan 
selama dua jam dengan menggunakan elisitor kitosan. Waktu germinasi terbaik 
adalah selama 72 jam yang ditunjukkan oleh nilai aktivitas antioksidan 
(843,251mg AAE/gr sampel), total fenol (330,383mg AGE/gr sampel), dan total 
flavonoid (96,088mg QE/gr sampel) terbaik. Konsentrasi elisitor yang dapat 
meningkatkan produksi antioksidan secara optimal adalah sebesar 500ppm 
dimana aktivitas antioksidan, total fenol dan total isoflavon mengalami 
peningkatan tertinggi.  
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SUMMARY 
 Black soybean (Glycine soja) is one kind of legume that have antioxidant. 
Mainly antioxidant group in black soybean are phenolic and flavonoid compound. 
This antioxidant can be improved by two methods, germination and elicitation. 
Elicitation and germination are effective method to increase secondary metabolite 
compared with hibriditation or  genetic engineering.  Elicitation is a process that 
adding an elicitor which can trigger production of secondary metabolite. Elicitation 
is an effective way to improve antioxidant in plants. Black soybean sprout with 
higher antioxidant can be  used in production of sprout flour, soy sprout milk, or 
even sprout yoghurt that have better values in nutrition.  
 The purposes of this experiment were to select kind of polysaccharide elicitor, 
germination time, and elicitor concentration to improve antioxidant activity in 
highest level of black soybean sprouts. Descriptive method was used with kind of 
elicitor, elicitor concentration, and germination time as variable.  Black soybean 
‘Detam 3’ was used in this experiment because of it’s highest antioxidant activity 
(78,823mg AAE/gr sample) compared with other varieties. Elicitation in two hours 
with chitosan elicitor and 72 hours germination was the best treatment that 
showed by the best antioxidant activity (843,251mg AAE/gr sampel), total 
phenolic compound (330,383mg AGE/gr sampel), and total flavonoid (96,088mg 
QE/gr sampel). Elicitor concentration that needed to increase antioxidant activity 
in black soybean sprouts ‘Detam 3’ at optimal level is 650ppm and 500ppm to 
improve phenolic and flavonoid compound. Phenolic and flavonoid are group of 
antioxidant in black soybean sprouts that triggered by elicitation treatment with 
chitosan as elicitor.  
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Simbol Keterangan Satuan 
 Panjang gelombang nm 
 
Konsentrasi ppm 
AAE Besarnya aktivitas antioksidan yang setara 
dengan asam askorbat sebagai standar 
mg AAE/gr sampel 
AGE Besarnya total fenol yang disetarakan 
dengan asam gallat sebagai standar 
mg AGE/gr sampel 
QE Besarnya total flavonoid yang disetarakan 
dengan quercetin sebagai standar 
mg QE/gr sampel 
c Nilai x yang diperoleh dari persamaan 
kurva standar 
- 
T Suhu C 
t Waktu menit/jam 
V Volume ml 
w Berat gr 
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1.1 Latar Belakang 
     Kedelai hitam (Glycine soja) merupakan salah satu komoditas kacang-
kacangan yang memiliki kandungan antioksidan dalam bijinya. Antioksidan pada 
kedelai secara umum terdiri dari berbagai macam senyawa antioksidan fenol 
termasuk fenol sederhana, turunan asam benzoat, flavonoid, tannin, dan lignan 
(Shahidi and Naczk, 2004 dalam Chung, 2009). Kedelai hitam memiliki 
perbedaan dan keunggulan dalam hal antioksidan dibandingkan kedelai kuning. 
Kedelai hitam mengandung antosianin, -tokoferol, isoflavon, dan flavonoid yang 
lebih tinggi dibandingkan kedelai kuning (Dajanta et al., 2013). Antioksidan yang 
ada dalam biji dapat ditingkatkan melalui proses germinasi dan elisitasi. Selama 
germinasi, nilai nutrisi dan kandungan antioksidan yang ada dalam biji akan 
mengalami peningkatan. Berdasarkan penelitian Huang, et al (2014), 
perkecambahan selama 2 hari dapat meningkatkan aktivitas antioksidan biji 
kedelai sebesar 143% lebih tinggi dibandingkan biji kedelai yang tidak 
dikecambahkan dan pada kecambah biji kacang hijau meningkat 260%. 
Kecambah kedelai hitam yang kaya antioksidan dapat dimanfaatkan lebih lanjut 
dalam pembuatan tepung kecambah, sari kecambah, maupun yoghurt kecambah 
kedelai hitam (black soyghurt) yang memiliki aktivitas antioksidan lebih tinggi 
sehingga memiliki nilai jual dan nilai nutrisi yang lebih baik. 
 Selain dengan germinasi, antioksidan dalam biji juga dapat ditingkatkan 
melalui proses elisitasi. Elisitasi merupakan proses penambahan elisitor pada sel 
tumbuhan untuk menstimulasi pembentukan metabolit sekunder (Fitriani, 2003 
dalam Oktania, 2006). Salah satu jenis elisitor yang saat ini banyak digunakan 
adalah elisitor polisakarida. Elisitor polisakarida lebih dipilih karena murah dan 
mudah diaplikasikan pada tanaman. Beberapa penelitian dengan proses elisitasi 
menggunakan berbagai macam jenis polisakarida telah dilakukan pada beberapa 
jenis tanaman dan terbukti dapat meningkatkan aktivitas antioksidan pada biji 
gandum (Hameed et al., 2013), kecambah kedelai hitam (Yuliana, 2003), dan H. 
perforatum (Simic et al., 2014); total fenol dan flavonoid pada kalus mengkudu 
(Baque et al., 2012); serta vitamin C pada kecambah kedelai (No et al., 2003). 
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Kitosan, gum arab, gum xanthan, dan maltodekstrin merupakan jenis elisitor 
polisakarida yang mudah didapatkan dan belum dimanfaatkan sebagai elisitor 
secara optimal. 
 Penelitian mengenai elisitasi mulai banyak dikembangkan karena metode ini 
dinilai efektif dalam meningkatkan metabolit sekunder jika jenis dan konsentrasi 
elisitor yang digunakan tepat. Oleh karena itu, penelitian mengenai pemilihan 
jenis elisitor dan optimasi konsentrasi elisitor perlu dilakukan untuk meningkatkan 
aktivitas antioksidan pada kedelai hitam.  
 Diharapkan aktivitas antioksidan dalam kecambah yang meningkat melalui 
kombinasi proses elisitasi dan germinasi, dapat menjadikan kecambah kedelai 
hitam sebagai salah satu alternatif sumber antioksidan. 
  
1.2 Rumusan Masalah  
1.   Apakah terdapat pengaruh penggunaan elisitor polisakarida terhadap 
aktivitas antioksidan kecambah kedelai hitam? 
2.   Apakah jenis elisitor polisakarida yang paling optimal untuk meningkatkan 
aktivitas antioksidan pada kecambah kedelai hitam? 
3.   Berapa waktu germinasi optimum dengan menggunakan elisitor untuk 
meningkatkan aktivitas antioksidan kecambah kedelai hitam? 
4.   Berapa konsentrasi optimum penggunaan elisitor untuk meningkatkan 
aktivitas antioksidan kecambah kedelai hitam? 
 
1.3 Tujuan  
1. Mengetahui pengaruh elisitor polisakarida terhadap aktivitas antioksidan 
kecambah kedelai hitam 
2. Mengetahui jenis elisitor polisakarida yang paling berpengaruh terhadap 
peningkatan aktivitas antioksidan kecambah kedelai hitam 
3. Mengetahui waktu germinasi optimum dengan menggunakan elisitor untuk 
meningkatkan aktivitas antioksidan kecambah kedelai hitam 
4. Mengetahui konsentrasi optimum dalam penggunaan elisitor untuk 
meningkatkan aktivitas antioksidan kecambah kedelai hitam. 
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1.4 Manfaat  
   Diharapkan diketahui jenis elisitor, waktu germinasi, dan konsentrasi elisitor 
yang optimum untuk meningkatkan aktivitas antioksidan kecambah kedelai hitam 
sehingga dapat digunakan dalam peningkatan nilai mutu kedelai hitam. 
 
1.5 Hipotesa 
  Diduga terdapat pengaruh penggunaan elisitor kitosan, gum arab, gum 
xanthan, dan maltodekstrin terhadap aktivitas antioksidan kecambah kedelai 








































BAB II  
TINJAUAN PUSTAKA 
   
2.1 Kedelai Hitam 
 Kedudukan tanaman kedelai dalam sistematik tumbuhan (taksonomi) menurut 
Rukmana dan Yuniarsih (1996) diklasifikasikan sebagai berikut : 
 Kingdom  :  Plantae 
 Divisi  :  Spermatophyta 
 Sub-divisi  :  Angiospermae 
 Kelas  :  Dicotyledonae 
 Ordo  :  Polypetales 
 Famili  :  Leguminoceae (Papilionaceae) 
 Sub-famili  :  Papilionoideae 
 Genus  :  Glycine 
 Species  :  Glycine max (L.) Merill, sinonim dengan G. soya (L.) Sieb dan 
Zucc. atau Soya max atau S. hispida 
 Susunan tubuh tanaman kedelai terdiri atas dua macam alat (organ) utama 
yaitu organ vegetatif yang meliputi akar, batang, dan daun; dan organ generatif 
meliputi bunga, buah, biji yang berfungsi sebagai alat berkembangbiak. 
Perakaran terdiri atas akar lembaga (radicula), akar tunggang (radix primaria), 
dan akar cabang (radix lateris) berupa akar rambut (Rukmana dan Yuniarsih, 
1996).  
 




     Biji kedelai  terbagi menjadi dua bagian utama yaitu kulit biji dan embrio/janin. 
Pada kulit biji terdapat bagian yang disebut pusar (hilum) yang berwarna coklat, 
hitam, atau putih. Pada ujung hilum terdapat mikrofil, berupa lubang kecil yang 
terbentuk saat proses pembentukan biji. Bentuk biji bervariasi, tergantung pada 
varietas tanaman yaitu bulat, agak gepeng, dan agak bulat. Namun, sebagian 
besar biji berbentuk bulat (Adisarwanto, 2005).  
 Di Indonesia, kedelai hitam telah diteliti sejak tahun 1918. Terdapat berbagai 
macam varietas kedelai hitam yang telah dikembangkan dengan 75 varietas 
dikembangkan oleh Balai Penelitian Tanaman Kacang-kacangan dan Umbi-
umbian (Balitkabi) Malang pada tahun 1918-2014. Beberapa jenis kedelai hitam 
yang telah dikembangkan dapat dilihat pada tabel 2.1. 
 


















2008 2,51 58 hitam 
mengkilap 
14,48 45,36 33,06 
Detam 2 
Prida 
2008 2,46 57 hitam 
kusam 
13,54 45,58 14,83 
Detam 3 
Prida 
2014 3,15 56,87 hitam agak 
mengkilap 
11,75 36,44 18,72 
Detam 4 
Prida 
2014 2,89 53,16 hitam 
mengkilap 
11,01 40,26 19,71 
Malika 2007 2,94 60-80 hitam 9-10 37 20 
Cikuray 1992 1,7 60-65 hitam 
mengkilat 
11-12 35 17 
Sumber : Balitkabi (2009) 
 
     Secara umum, komposisi yang ada dalam kedelai hitam dan kedelai kuning 
memiliki perbedaan. Kedelai hitam merupakan salah satu varietas kedelai yang 
memiliki keunggulan dalam kandungan antioksidan fenol dan antosianin 
dibandingkan kedelai kuning. Kedelai hitam mengandung delapan asam amino 
penting, tidak mengandung kolesterol, mengandung kalsium, zat besi, potassium, 
dan fosfor serta kaya akan vitamin B kompleks (Winarsi, 2010). Perbedaan 
komposisi kedelai hitam dan kedelai kuning dapat dilihat dalam tabel 2.2. 
 Menurut Winarsi (2010), kedelai hitam memiliki rasa yang lebih gurih 
dibandingkan kedelai kuning karena asam glutamat yang ada pada kedelai hitam 
lebih tinggi. Asam amino yang terdapat dalam jumlah terbanyak adalah leusin 
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sebesar 2,8mg/100gr. Leusin dan lisin yang ada dalam kedelai hitam merupakan 
asam amino yang dibutuhkan oleh enzim protease dalam kedelai untuk 
menghasilkan cita rasa yang lebih enak, lezat, dan khas. Dalam kedelai, terdapat 
asam-asam amino yang dapat menstimulasi pembentukan hormon insulin yakni 
arginin, lisin, fenilalanin, alanin, leusin, dan isoleusin. 
      
Tabel 2.2 Perbedaan Komposisi Kedelai Hitam dan Kuning  
Komponen  











- Besi (mg) 
Kalsium (mg) 
Vitamin : 































Sumber : Soatmadja (1985) dalam Pertiwi (2014) 
      
2.1.2 Antioksidan dalam Kedelai 
     Antioksidan yang ada dalam kedelai terdiri dari banyak golongan antioksidan. 
Kedelai mempunyai kandungan antioksidan golongan polifenol termasuk tannin, 
proanthocyanidin, antosianin, flavonoid (terutama isoflavon), dan komponen 
fenolik seperti klorogenik, caffeic, ferulik, dan asam p-kumarik (Malencic et al., 
2007 dan Malencic et al., 2008 dalam Chung, 2009). Menurut Shahidi and Naczk 
(2004) dalam Chung (2009), kedelai memiliki komponen fenolik yang berbagai 
macam termasuk fenol sederhana, turunan asam benzoat, flavonoid, tannin, dan 
lignan. Kandungan antioksidan yang terdapat dalam setiap jenis kedelai berbeda-
beda bergantung pada lokasi tanam, musim, tahun penanaman, dan varietas 
(Kim et al., (2006) dalam Chung (2009)) serta waktu penyimpanan, dan metode 
pengolahan (Lin and Lai (2006) dalam Chung (2009)). 
 Menurut penelitian Takahashi, et al. (2005), kedelai hitam memiliki kandungan 
polifenol yang lebih tinggi yakni 29±0,56 mg/g dibandingkan dengan kedelai 
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kuning yakni 0,45±0,02 mg/g. Hal ini terutama disebabkan karena kandungan 
antosianin yang ada pada kedelai hitam lebih tinggi dibandingkan dengan kedelai 
kuning. 
     Namun dari berbagai macam antioksidan yang terdapat dalam kedelai, 
isoflavon yang merupakan turunan flavonoid merupakan komponen yang paling 
mendominasi. Isoflavon kedelai bersifat estrogenik, terutama jenis genistein dan 
daidzein (Winarsi, 2010). Terdapat empat bentuk utama isoflavon di dalam 
kedelai yaitu -glukosida, aglikon, asetilglukosida, dan malonilglukosida. Beta-
glukosida terdiri atas genisitin, daidzin, glisitin. Aglikon terdiri dari genistein, 
daidzein, dan glisitein. Malonilglukosida merupakan bentuk utama yang ada pada 
biji dan makanan dari kedelai yang tidak terfermentasi (Wang and Murphy, 1994 
dan Murphy et al., 1999 dalam Chung, 2009).  
 
Gambar 2.2 Struktur Isoflavon Jenis Glikosida dan Aglikon dalam Kedelai (Chung, 2009) 
 
2.2 Germinasi 
     Menurut Hidayat (1995) dalam Pertiwi (2014)), germinasi/perkecambahan 
merupakan pertumbuhan embrio yang dimulai kembali setelah penyerapan 
air/imbibisi. Sedangkan menurut Yuliana (2003), perkecambahan merupakan 
suatu proses keluarnya bakal tanaman dari lembaga yang disertai dengan 
terjadinya mobilisasi cadangan makanan dari jaringan penyimpanan atau keping 
biji ke bagian vegetatif (lembaga).  
     Germinasi merupakan salah satu metode dengan beberapa keuntungan 
(murah, mudah, dan sederhana) untuk meningkatkan nilai nutrisi pada kacang-






dikecambahkan, misalnya kacang kedelai, kacang hijau, kacang merah, kacang 
koro, dll. Proses pembuatan kecambah sangat sederhana dengan peralatan 
yang juga sederhana sehingga semua orang mampu membuatnya. Namun, 
meskipun sederhana, kebersihan peralatan dan air yang digunakan sangat 
mutlak diperlukan dalam pembuatan kecambah. Biji kacang hijau, kacang 
tunggak, atau kedelai yang dikecambahkan umumnya disebut dengan tauge 
Setelah satu hari germinasi, dihasilkan kecambah dengan panjang sekitar satu 
sentimeter, setelah dua hari akan mencapai empat sentimeter, dan setelah 3-5 
hari panjangnya akan mencapai 5-7 sentimeter (Astawan, 2009). 
     Karakteristik kecambah dari tiap jenis kacang memiliki beberapa perbedaan.  
Kecambah kacang kedelai memiliki karakteristik berupa ukuran yang lebih besar 
dari kecambah kacang hijau, memiliki akar yang lebih panjang dan bentuk lebih 
ramping, serta berwarna kehijau-hijauan. Rasa dari kecambah jenis ini adalah 
renyah dan terasa agak pahit apabila disantap mentah-mentah. Kecambah dari 
kedelai memiliki kandungan aroma langu (beany flavor) yang relatif lebih tinggi 
dibandingkan kecambah kacang hijau, namun memiliki kalori dan protein yang 
lebih tinggi dibandingkan kecambah lainnya. Bagi seorang vegetarian, kecambah 
kedelai merupakan salah satu alternatif makanan karena memiliki energi sebesar 
86 kkal per cangkir yang dikonsumsi (Winarno, dkk (2009)). 
  
2.2.1 Proses Germinasi 
     Menurut Kementrian Kehutanan Makasar (2012), proses perkecambahan 
merupakan rangkaian yg kompleks dari perubahan-perubahan morfologi, fisiologi 
dan biokimia. Adapun tahapan perkecambahan meliputi : 
1. Penyerapan air oleh benih, melunaknya kulit benih dan hidrasi oleh 
protoplasma sehingga menyebabkan pengembangan biji 
2. Kegitan sel-sel dan enzim-enzim serta naiknya tingkat respirasi benih 
3. Penguraian bahan-bahan seperti karbohidrat, lemak dan protein menjadi 
bentuk- bentuk yang melarut dan ditranslokasikan ke titik-titik tumbuh 
4. Asimilasi dari bahan-bahan yang telah terurai di daerah meristematik untuk 
menghasilkan energi dari kegiatan pembentukan  komponen dalam 
pertumbuhan sel-sel  baru 
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5. Pertumbuhan dari kecambah melalui proses pembelahan, pembesaran dan 
pembagian sel-sel pada titik-titik tumbuh, pertumbuhan kecambah ini 
tergantung pada persediaan makanan yang ada dalam biji. 
 
2.2.2 Faktor-faktor yang Mempengaruhi Germinasi 
     Faktor yang berpengaruh dalam proses germinasi dibedakan menjadi dua 
yakni faktor internal dan faktor eksternal. Faktor internal merupakan faktor yang 
ada dalam biji meliputi keadaan cadangan makanan (endosperm) dan keadaan 
embrio. Cadangan makanan berupa karbohidrat dalam makanan dalam biji harus 
cukup untuk persediaan makanan selama proses perkecambahan. Embrio harus 
dalam keadaan hidup dan sehat sebab keadaan tersebut menentukan proses 
pertumbuhan berikutnya dan menentukan produksi yang akan dicapai (Aak, 
1993). 
     Faktor eksternal merupakan faktor lingkungan. Faktor-faktor lingkungan yang 
berpengaruh dalam proses germinasi adalah suhu, pH, kadar air, dan cahaya.  
1. Suhu 
Menurut Pitojo (2007), pertumbuhan terbaik diperoleh pada kisaran suhu 
antara 20C-35C, dengan suhu optimal berkisar antara 25C-27C dan 
kelembapan udara rata-rata 50%. Suhu memiliki peranan penting terhadap 
kecepatan aliran respirasi, serta pembelahan dan pemanjangan sel. Peranan 
oksigen selama perkecambahan adalah untuk mengoksidasi cadangan makanan 
seperti karbohidrat, protein, lemak, dan sebagainya (Pertiwi, 2014) 
2. pH 
pH media yang sesuai bagi pertumbuhan tanaman kedelai berkisar antara 
5,5-6,5 (Pertiwi, 2014) 
3. Kadar air 
Kadar air biji kacang-kacangan berkisar 5-15%. Pada kadar air tersebut, 
metabolisme akan sulit berlangsung sehingga dalam perkecambahan kadar air 
harus dinaikkan. Air berfungsi untuk melembabkan kulit biji sehingga menjadi 
pecah agar terjadi pengembangan embrio dan endosperm, memberikan fasilitas 
masuknya oksigen ke dalam biji, mengencerkan protoplasma sehingga 
mengaktifkan berbagai fungsinya, dan sebagai alat transportasi larutan makanan 
dari endosperm atau kotiledon ke titik tumbuh dimana akan terbentuk 




Cahaya diperlukan dalam intensitas yang berbeda-beda tergantung pada jenis 
tanaman yang dikecambahkan. Etiolasi adalah pertumbuhan tumbuhan yang 
sangat cepat di tempat gelap namun kondisi tumbuhan lemah, batang tidak 
kokoh, daun kecil, dan tumbuhan tampak pucat. Etiolasi dapat terjadi pada 
beberapa tanaman yang kekurangan cahaya matahari Etiolasi disebabkan 
karena hormon pertumbuhan auksin yang menjadi aktif saat tidak adanya sinar 
matahari (auksin akan terurai jika terkena cahaya matahari) dan hormon ini 
merangsang pompa proton di dinding sel yang meningkatkan keasaman dinding 
sel sehingga dinding sel melemah dan sel mampu berkembang lebih besar. Pada 
kondisi etiolasi, kloroplas tidak terkena cahaya dan akan menyebabkan 
tumbuhan menguning (Purves et al., 2004). 
 
2.2.3 Perubahan Nutrisi Selama Germinasi 
     Proses germinasi dapat meningkatkan nilai nutrisi kacang-kacangan seperti 
meningkatkan daya cerna, ketersediaan asam amino, asam lemak, karbohidrat 
sederhana, vitamin, ketersediaan mineral, senyawa fenolik, dan aktivitas 
antioksidan. Menurut Astawan (2009), kandungan zat gizi pada biji sebelum 
dikecambahkan berada dalam bentuk tidak aktif (terikat). Setelah 
perkecambahan, bentuk tersebut diaktifkan sehingga meningkatkan daya cerna 
bagi manusia. Peningkatan zat-zat gizi pada tauge mulai tampak sekitar 24-48 
jam saat perkecambahan. 
     Selama proses perkecambahan, akan terjadi mobilisasi cadangan makanan 
termasuk salah satunya protein. Mobilisasi ini melibatkan enzim protease yang 
aktivitasnya meningkat. Peningkatan ini tentu akan memberikan efek hidrolisis 
sehingga menghasilkan protein dengan berat molekul rendah (peptida 
sederhana) dan asam amino bebas, serta sumber energi, dan kandungan lemak 
akan menurun (Pertiwi, 2014). Peningkatan protein selama perkecambahan telah 
banyak diteliti dan terbukti bahwa perkecambahan dapat meningkatkan kadar 
protein kacang. Penelitian yang dilakukan Masood (2014) menunjukkan adanya 
peningkatan kadar protein rata-rata biji kacang hijau dan chickpea dari 20,65% 
menjadi 26,80% setelah 120 jam germinasi. Peningkatan juga terjadi pada serat 
setelah germinasi dari 5,65% menjadi 8,96%. Tidak seperti protein dan serat, 
kadar lemak justru mengalami penurunan dari 3,79% dari sampel yang tidak 
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dikecambahkan menjadi 2,97% setelah germinasi 120 jam. Penurunan juga 
terjadi pada total energi dari 346,3 kcal 100g-1 menjadi 325,3 kcal 100g-1. 
     Perbedaan kandungan biji kedelai dan kecambah kedelai dapat dilihat dalam 
tabel 2.3. 
 
Tabel 2.3 Komposisi Kima Kedelai dan Kecambah Kedelai 
Komponen Kedelai Kecambah Kedelai 
Protein (% bk) 
Lipida (% bk) 
Karbohidrat (% bk) 
Serat kasar (% bk) 
Abu (% bk) 
Vitamin C (mg/100g bk) 
Tokoferol (mg/100 g bk)  
Karoten (mcg/100 g bk) 
Thiamin (mg/100 g bk) 
Riboflavin (mg/100 g bk) 























Sumber : Fordham et al., (1995) 
 
    Germinasi juga dapat menghilangkan “beany flavor” yang mengganggu ketika 
mengkonsumsi kacang dalam bentuk segar terutama kedelai. Hal ini terjadi 
karena aktivitas lipoksigenase dalam kecambah lebih rendah dibandingkan 
dalam bentuk biji sehingga flavor tersebut berkurang. Selain itu, selama proses 
perkecambahan, enzim tripsin inhibitor yang berpotensi menginduksi sel- dalam 
mensekresi insulin diduga menjadi aktif (Winarsi, 2010). 
   Dalam isolat protein kecambah kedelai, isoflavon daidzein dan glisitein lebih 
besar dibandingkan dengan isolat protein kedelai yang belum dikecambahkan. 
Terdapat kemungkinan ketika proses perkecambahan, seluruh komponen di 
dalamnya terdegradasi menjadi senyawa bebas termasuk daidzein dan glistein 
yang biasanya memiliki kadar rendah dalam protein kedelai (Winarsi, 2010). 
 




























     Elisitasi adalah salah satu cara untuk meningkatkan produksi metabolit 
sekunder pada tanaman dengan cara penambahan elisitor tertentu. Elisitasi 
merupakan suatu langkah yang efektif jika dibandingkan dengan beberapa 
metode lain seperti rekayasa genetika, hibridisasi, maupun seleksi kloning 
(Garcia and Encarna, 2013). Saat ini, penelitian mengenai elisitasi menggunakan 
berbagai macam elisitor sedang menjadi salah satu topik yang menarik untuk 
meningkatkan metabolit sekunder. Beberapa penelitian dengan topik elisitasi 
dapat dilihat dalam tabel 2.5.  
   
Tabel 2.5 Penelitian Elisitasi dengan Berbagai Jenis Elisitor  
No. Elisitasi Hasil Sumber 
1. Elisitasi kecambah kacang 
hijau menggunakan elisitor 
protein ikan, laktoferrin, dan 
ekstrak oregano untuk 
meningkatkan pembentukan 
fenol, antioksidan, dan 
aktivitas antimikroba 
Senyawa fenol meningkat 
sebesar 20% dengan elisitor 
protein ikan, 25% untuk elisitor 
laktoferrin, dan 18% untuk elisitor 
ekstrak oregano. Aktivitas 
antioksidan tertinggi sebesar 49% 




2. Elisitasi menggunakan 
elisitor polisakarida dalam 
memproduksi antioksidan 
selama germinasi biji kacang 
hijau 
Dibandingkan xanthan gum, pati, 
dan dekstrin, natrium alginat pada 
konsentrasi 300ppm dapat 




3. Elisitasi kecambah kacang 
tunggak dan kecambah 
kedelai hitam menggunakan 
elisitor polisakarida terhadap 
total fenol kecambah kedelai  
Pada waktu germinasi 12 jam, 
kecambah kacang tunggak yang 
terelisitasi Na-alginat 200ppm 
memiliki kadar fenol tertinggi 
yakni 44,965ppm dan pada 
kecambah kacang kedelai 
meningkat dengan penggunaan 
elisitor Na-alginat 300ppm 
Yuliana  
(2003) 
4. Elisitasi kecambah kacang 
hijau dengan elisitor isolat 
protein susu dan kedelai 
Perlakuan dengan elisitor isolat 
protein kedelai meningkatkan 
kadar antioksidan sebesar 
Oktania 
(2006) 
  22,238% dan sebesar 24,074 
dengan elisitor isolat protein susu 
pada kecambah kacang hijau  
5.  Elisitasi menggunakan 
S.cereviseae H. untuk 
meningkatkan Kuinon kalus 
mengkudu 
Kandungan kuinon kalus 
mengkudu yang dielisitasi lebih 
tinggi dibandingkan kontrol pada 








 Proses elisitasi dapat dilakukan sebelum pemanenan (pre-harvest) dan 
setelah panen (post-harvest) (Baenas, 2014). Elisitasi preharvest dapat dilakukan 
sebagai seed priming (Cho et al., 2008 dalam Baenas, 2014), perendaman biji 
dalam larutan elisitor, atau setelah penumbuhan biji (postharvest) yakni dengan 
penyemprotan di atas daun (Baenas, 2014)) atau dalam sistrem hidroponik (Wei 
et al., 2011 dalam Baenas, 2014). Elisitasi postharvest biasanya digunakan 
dalam banyak jenis buah-buahan dan sayur-sayuran. Elisitor alami, dosis, dan 
waktu treatment berperan besar dalam intensitas respon tanaman.  
 
2.3.1 Elisitor  
     Elisitor adalah substansi yang dapat menyebabkan respon pertahanan jika 
digunakan pada jaringan tanaman atau sel kultur tanaman (Ito, 1999 dalam 
Oktania, 2006). Sedangkan menurut Radman et al., (2003) dalam Garcia et al., 
(2014), elisitor dapat diartikan sebagai suatu molekul yang saat ditambahkan 
pada konsentrasi rendah dalam sistem biologi, dapat menginisiasi atau 
meningkatkan sintesis metabolit sekunder. Elisitor pada awalnya digunakan 
untuk meningkatkan resistensi tanaman terhadap serangan mikroba patogen, 
namun ternyata penggunaan elisitor juga dapat menstimulasi pembentukan 
metabolit sekunder dalam jumlah yang lebih banyak.       
     Elisitor dapat dikelompokkan menjadi elisitor biotik dan abiotik. Menurut 
Radman et al., (2002) dalam Oktania (2006), elisitor abiotik merupakan substansi 
dari sumber non biologi yang pada umumnya adalah garam-garam inorganik. 
Sedangkan elisitor biotik diperoleh dari sumber biologi diantaranya adalah 
polisakarida yang diperoleh dari dinding sel tanaman (pektin dan selulosa), 
mikroorganisme (kitin atau glukan), dan glikoprotein. Esyanti (1995), 
mengelompokkan elisitor menjadi elisitor endogen dan eksogen dimana elisitor 
endogen berasal dari dinding tanaman itu sendiri (oligogalakturonat) yang rusak 
akibat luka dan elisitor eksogen yang berasal dari sel jamur, kitin, glukan, atau 
protein. Garcia and Enkarna (2013) mengelompokkan elisitor menjadi elisitor fisik 
dan kimiawi. Contoh dari elisitor fisik adalah suhu tinggi dan suhu rendah, sinar 
UV, dan radiasi gamma. Sedangkan contoh elisitor kimia adalah kitosan, 
benzothiadiazole (BTH), harpin, dan 1-methylciclopropanone.  
     Berdasarkan interaksinya terhadap elisitor, Baenas et al., (2014) 
menggolongkan elisitor menjadi general elisitor dan elisitor spesifik. General 
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elisitor, seperti karbohidrat, dinding sel, oligosakarida, dan sebagainya, dapat 
menginduksi mekanisme pertahanan tanaman secara non-spesifik pada berbagai 
macam tanaman. Elisitor spesifik merupakan elisitor yang berpengaruh hanya 
pada beberapa jenis tanaman inang karena adanya gen pertahanan dalam sel 
inang yang berhubungan langsung dengan resistensi melawan gen patogen 
yang spesifik. Contoh elisitor kelompok ini  adalah fungi, bakteri, virus, atau 
pangkal tanaman. Berbagai jenis elisitor yang telah ditemukan serta 
pengelompokannya dapat dilihat pada tabel 2.6. 
      
Tabel 2.6 Pembagian Kelompok Elisitor  
Kelompok Elisitor  Jenis Contoh 








Toksin patogen  
Ekstrak oregano 
Pektin dan selulosa, kitosan, kitin dan 
glukan, alginat, gum arab, gum guar, LBG, 
ekstrak yeast 
Galakturonida, guluronat, mannan, 
mannuronat  
Selulase, kriptogein, glikoprotein, 
oligandrin, pektoliase, hidrolisat protein 
ikan, laktoferrin  
Spora jamur, dinding sel miselia, dinding 
sel mikroba  
Koronatin 
Elisitor Abiotik Kimia Asam asetat; benzothiadiazole; silicon; 
bioregulator proheksadione; etanol, etena; 
garam inorganik (merkuri klorida (HgCl2), 
tembaga sulfat (CuSO4), kalsium klorida 





















Fisik Penambahan gas dengan komposisi 
tertentu; chilling; CO2; pengasaman; 
perlakuan suhu ekstrim; tekanan tinggi; 
osmolaritas yang tinggi atau sangat rendah; 
irradiasi UV; saline stress; luka; ozon 
Hormon Tanaman Asam jasmonat, metil jasmonat, metil salisilat, asam salisilat, 
etilen, sitokinin, gibberellin GA 
Sumber : Baenas et al. (2014) 
     
2.3.2 Mekanisme Kerja Elisitor 
 Menurut Baenas et al., (2014), respon tanaman terhadap elisitor ditentukan 
oleh beberapa faktor, tergantung pada karakteristik genetik dan fase fisiologinya. 
Faktor tanaman (genetik) meliputi karakteristik genetik, tingkatan fisiologis, faktor 
lingkungan, kondisi agronomi, dan penanganan serta penyimpanan. Faktor lain 
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yang berpengaruh adalah prosedur elisitasi yaitu dosis elisitor yang digunakan, 
jenis elisitor, metode yang digunakan, dan lamanya waktu treatment/kontak. 
Semua faktor tersebut berhubungan dengan komponen bioaktif yang menjadi 
target.  
     Secara umum, ketahanan tanaman terhadap penyakit dikontrol oleh gen 
resisten (R) dan gen pathogen avirulent avirulence (Avr). Langkah pertama 
respon melawan elisitor adalah persepsi stimulus oleh reseptor yang berada di 
membran plasma sel, seperti protein kinase, yang mewakili satu dari bagian 
persepsi paling penting untuk banyak elisitor jamur, atau bisa bertempat diantara 
sel untuk menginisiasi sinyal proses yang mengaktifkan pertahanan tanaman, 
seperti untuk beberapa elisitor bakteri (Baenas et al., 2014).  




















Gambar 2.3 Mekanisme Elisitasi dengan Elisitor Oliglukan (Doke et al., 1996) 
 
 Elisitor akan menyerang dinding sel tanaman dan tanaman akan merespon 
dengan meningkatkan sistem pertahanan diri. Sel tumbuhan tersebut akan 
membentuk antibodi di tempat yang terkena infeksi. Respon pertahanan yang 
dibentuk adalah sintesis berbagai macam zat biokimia di sekitar sel serta 
akumulasi fitoaleksin (Steven, 1998 dalam Oktania, 2006). Fitoaleksin 
merupakan antibodi yang dibentuk selama elisitor bekerja (berasal dari bahasa 
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Yunani phyton yang berarti tumbuhan dan alexin yang berarti menangkal). 
Fitoaleksin sebagian besar merupakan senyawa fenilpropanoid fenol dan 
kelompok lainnya adalah senyawa terpenoid, glikotisoid, dan alkaloid 
(Glycoforum, 1999). 
     Secara rinci, mekanisme biologi elisitor dalam meningkatkan metabolit 
sekunder tanaman menurut Baenas et al. (2014), Doke et al. (1996) dan Radman 
et al. (2003) dalam Garcia and Enkarna (2014) dapat melalui beberapa cara 
sebagai berikut : 
1. Elisitor dikenali oleh reseptor yang ada di membran plasma  
2. Perubahan aliran ion-ion yang melewati membran dan pengkayaan aliran ion 
(Cl- dan K+ efflux dan Ca2+ influx). Tingginya kadar Ca2+ dalam sel akan 
berperan sebagai messenger kedua dan bersama dengan enzim CaM 
(Calmodulin) akan mengaktifkan enzim protein kinase melalui mekanisme 
fosforilasi protein 
3. Akibat aktifnya enzim protein kinase, NADPH oksidase menjadi aktif dan 
memproduksi ROS dan RNS (Radical Nitrogen Species) dalam bentuk O 
hasil perubahan O2  
4. Akibat adanya ROS dalam sel dengan jumlah berlebih, maka sel akan 
mengalami kerusakan pada sisi yang terinfeksi yang disebut dengan respon 
hipersensitif 
5. Perubahan struktur pada dinding sel (lignifikasi) 
6. Kerusakan ini juga akan mengaktifkan DNA yang bertanggungjawab terhadap 
pembentukan metabolit sekunder sebagai sistem pertahanan  
7. Aktivasi biosintesis faktor transkripsi de novo (sintesis asam jasmonat dan 
asam salisilat) yang secara langsung mengatur ekspresi gen untuk produksi 
metabolit sekunder. 
     Menurut Gonzales et al., (2008) dalam Garcia dan Encarna (2013), asam 
salisilat (SA) yang disintesis akan terakumulasi dan berperan sebagai mediator 
dalam proses pertahanan. SA berperan dengan menginduksi protein yang 
berhubungan dengan patogenesis seperti glukanase, peroksidase, dan kitinase 
yang mungkin berkontribusi terhadap resistensi melalui hidrolisis dinding sel 
mikroba patogen; „peledakan‟ oksidatif yang  memicu elisitasi fitoaleksin dengan 
sifat antifungal; dan jalur fenilpropanoid dengan aktifasi PAL (Phenylalanine 
Ammonialyase) yang memicu terbentuknya fitoaleksin, lignan, dan SA. Lignifikasi 
dinding sel tanaman merupakan sebuah mekanisme untuk mempertahankan diri 
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dari serangan mikroba patogen (Sticher et al., 1997 dan Gozzo, 2003 dalam 
Garcia and Enkarna, 2013). 
 
 
Gambar 2.4 Sintesis Polifenol dalam Jalur Asam Sikhimat dan Regulasi Enzim oleh 
Elisitor (Garcia and Encarna, 2013) 
 
2.4 Elisitor Polisakarida 
2.4.1 Kitosan 
     Kitosan merupakan sebuah polisakarida dengan nama 2-Amino-2-deoksi-
beta-D-glukosamin. Kitosan adalah polimer karbohidrat alami yang termodifikasi 
dan diperoleh dari kitin (terdapat di hewan golongan Crustacea). Kitosan memiliki 
struktur yang mirip dengan selulosa. Perbedaan hanya terdapat pada atom C 
nomor dua dimana pada selulosa merupakan gugus hidroksil (-OH) sedangkan 
pada kitosan adalah gugus amina (-NH2) (Jimenez et al., 2002). 
     Unit utama yang ada pada polimer kitin adalah 2-deoxy-2-(asetilamino) 
glukosa yang dikombinasikan dengan ikatan glikosida, membentuk rantai polimer 
yang linear. Penghilangan sebagian besar gugus asetil (deasetilasi) pada kitin 
melalui perlakuan dengan basa kuat dengan derajat deasetilasi diatas 70% akan 
menghasilkan kitosan (Peniston and Johnson, 1980 dalam Walker et al., 2005). 
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Kitosan bersifat non-toksik dan memiliki berat molekul tinggi yang dapat terurai, 
serta memiliki muatan ion positif sehingga mampu mengikat muatan-muatan 
negatif dari lemak dan asam-asam. Kitosan tidak dapat larut dalam air pada pH 
netral, media basa, maupun pelarut-pelarut organik. Gugus amino yang ada pada 
kitosan menyebabkan kitosan termasuk dalam polielektrolit kationik (pKa = 6,5) 
dimana kitosan akan mudah larut dalam larutan asam yang encer dan 
membentuk gel yang dapat menjadi membran (Krajewska et al., 2011).  
          Untuk melarutkan kitosan, dibutuhkan asam yang dapat mengubah gugus 
–NH2 (bersifat tidak larut) menjadi gugus –NH3 (bersifat larut air), melalui proses 
netralisasi dengan asam-asam organik seperti 1-10% larutan asam asetat, asam 
format, asam suksinat, asam laktat, asam glutamat, dan asam malat, atau asam-
asam anorganik seperti asam hidroklorat. Namun, asam yang banyak digunakan 
untuk melarutkan kitosan adalah asam asetat pada konsentrasi 1-4% (v/v) 
tergantung pada banyaknya polimer kitosan yang digunakan (Krajewska et al., 
2011). 
 
Gambar 2.5 Struktur Kitin, Kitosan, dan Selulosa (Jimenez et al., 2003) 
 
     Kitosan memiliki sifat anti viral, anti bakteri, dan anti jamur yang sangat 
berguna dalam pengolahan bahan-bahan agrikultural. Kitosan terbukti dapat 
mengendalikan penyakit dan kerusakan atau mengurangi penyebarannya, 
mencegah mikroba patogen memanfaatkan nutrisi dan mineral dengan cara 
mengikat nutrisi dan mineral, atau dengan meningkatkan sistem pertahanan 
tanaman baik pada tumbuhan monokotil maupun dikotil (Hadrami et al., 2010). 
Kitosan terbukti mampu meningkatkan sintesis enzim PAL (Phenylalanine 
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Ammonia-Lyase) dan TAL (Tyrosin Ammonia-Lyase) yang merupakan enzim 
yang berperan dalam pembentukan senyawa fenolik dalam jalur fenil propanoid 
pada daun kedelai (Khan, 2003) dan Ocimum basilicum L. (Kim et al., 2005) 
dalam Ahmed, 2010). 
 
2.4.2 Gum Arab 
 Gum arab merupakan biopolimer edibel hasil eksudat dari pohon Acacia 
Senegal dan Acacia seyal yang tumbuh di daerah Afrika. Eksudat ini merupakan 
larutan yang tidak memiliki viskositas, kaya akan serat, dan didapatkan dari 
batang maupun cabang pohon yang biasanya dalam kondisi “stres” seperti 
kekeringan, fertilitas tanah yang buruk, dan terluka (Williams and Phillips, 2000). 
 Secara kimia, GA (Gum Arabic) merupakan campuran makromolekul yang 
kompleks dan terdiri dari berbagai macam ukuran dan komposisi. Komposisi 
terbesar yang menyusun GA adalah karbohidrat dan protein dengan berat 
molekul GA berkisar antara 250.000-1.000.000. Karbohidrat menyusun sampai 
dengan 97% dari struktur GA dan didominasi oleh D-galaktosa dan L-arabinosa, 
dan juga terdapat asam D-galakturonat dan L-ramnosa. Protein menyusun hanya 
kurang dari 3% dari struktur utama GA. Komposisi kimia GA sangat dipengaruhi 
oleh beberapa faktor seperti asal usul, iklim, musim panen, umur pohon, dan 
kondisi proses seperti spray drying (Islam et al., 1997). 
  




 GA memiliki kelarutan yang tinggi dalam pelarut air dan relatif lebih rendah 
dalam hal viskositas jika dibandingkan dengan jenis gum yang lain. GA dapat 
larut dalam air dengan konsentrasi larutan gum-air 50% w/v, membentuk cairan 
fluida dengan pH asam yakni 4,5 (Montenegro et al., 2014) 
 GA saat ini digunakan secara luas dalam dunia industri seperti dalam industri 
tekstil, keramik, kosmetik dan farmasi, enkapsulasi, makanan, dan lain-lain. 
Dalam dunia pangan, GA digunakan sebagai stabilizer, pengental dan emulsifier 
(seperti pada soft drink¸ permen karet, dan krim) (Verbeken et al., 2003) 
 
2.4.3 Gum Xanthan 
     Gum xanthan merupakan polisakarida yang diproduksi menggunakan 
Xanthomonas campestris yang mengubah sirup jagung menjadi gum xanthan. 
Xanthan gum larut dalam air dingin dan air panas dan dapat digunakan dalam 
konsentrasi yang sangat rendah untuk meningkatkan viskositas larutan, stabil 
pada pH 2-10 dan pada berbagai macam suhu, dan tahan terhadap degradasi 
enzim. Gum xanthan biasanya dimanfaatkan dalam industri makanan sebagai 
penstabil emulsi dalam salad dressing, mencegah retrogradasi, memperpanjang 
umur simpan, meningkatkan viskositas, mencegah terjadinya sineresis dan 
mencegah filling terserap dalam pastry (Coyote Brand, 2010). 
 
 






     Maltodekstrin (C6H10O5) merupakan tepung padat berwarna putih yang terbuat 
dari karbohidrat yang ada pada pati jagung dimana pati dimasak dan kemudian di 
treatment menggunakan asam atau enzim untuk memecah pati menjadi molekul 
yang lebih sederhana (3-20 rantai) dengan ikatan -1,4 glikosida. Maltodekstrin 
biasanya digunakan dalam produk makanan untuk meningkatkan viskositas, 
sebagai humektan, enkapsulan, menghambat kristalisasi, dan berfungsi sebagai 
filler. Maltodekstrin memiliki kelebihan yakni mampu melewati proses dispersi 
yang cepat, memiliki kelarutan tinggi, mampu membentuk film, sifat higroskopis 
rendah, mampu menghambat kristalisasi, dan memiliki rasa manis yang sangat 
rendah sehingga tidak akan meningkatkan kemanisan makanan dan kalori yang 
terkandung sangat rendah yaitu 1kkal/gram (Moore, 2005). 
 
2.5 Aktivitas Antioksidan 
2.5.1 Metabolit Sekunder sebagai Antioksidan 
     Metabolit sekunder merupakan salah satu hasil samping metabolisme primer 
tumbuhan. Metabolit sekunder disintesa pada kondisi pertumbuhan tertentu atau 
ketika adanya stres, disintesa pada sel tertentu dan pada golongan tanaman 
tertentu, tidak berperan penting dalam metabolisme primer namun untuk 
kelangsungan hidup di habitat tanaman, tersedia dalam konsentrasi kecil dan 
terbatas, struktur umumnya lebih kompleks dan bernilai ekonomi tinggi 
(Soedharma, 2013). 
     Metabolit sekunder sendiri memiliki fungsi bagi tumbuhan meskipun 
merupakan hasil samping metabolisme yakni sebagai antraktan untuk serangga; 
melindungi dari stres oksidatif; mekanisme pertahanan dari serangan hama, 
serangga, herbivora, penyakit, moluska, dan vertebrata; zat pengatur tumbuh; 
meningkatkan kemampuan tanaman dalam bersaing dengan tanaman lain 
(alelopati); dan proteksi terhadap ultraviolet (Soedharma, 2013). Pembentukan 
metabolit sekunder dapat melalui beberapa jalur yakni jalur asam asetat, jalur 
asam sikhimat, jalur asam mevalonat, dan jalur-jalur biosintesis alkaloid, 
protein/peptida, dan karbohidrat.  
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     Antioksidan sebagai metabolit sekunder dapat digolongkan menjadi 
antioksidan enzimatik dan non-enzimatik. Menurut Winarsi (2007), antioksidan 
enzimatik merupakan sistem pertahanan utama (primer) terhadap kondisi stres 
oksidatif. Enzim-enzim tersebut merupakan metaloenzim yang aktivitasnya 
sangat tergantung pada ion logam. Contoh dari antioksidan enzimatis ini adalah 
superoksida dismutase, glutianon peroksidase, dan katalase.  
     Menurut Chung (2009), secara umum, antioksidan non-enzimatis digolongkan 
menjadi vitamin E dan C, glutathione, karotenoid, dan flavonoid. Flavonoid 
merupakan grup terbesar dari polifenol termasuk asam fenolik dan flavonoid. 
Lebih dari 4000 flavonoid yang telah teridentifikasi dan dibagi menjadi beberapa 
grup seperti flavanol (quercetin dan kaemferol), flavanol (katekin), antosianidin, 
dan isoflavon (daidzein dan genistein). 
     Senyawa fenolik merupakan metabolit sekunder yang paling banyak ada pada 
berbagai jenis tanaman. Polifenol merupakan komponen penting bagi tumbuhan 
seperti telah dijelaskan sebelumnya. Selain sebagai sistem pertahanan tanaman 
dari stres oksidatif pada kadar normal dan dari serangan mikroba patogen, 
komponen fenolik merupakan salah satu faktor penentu sifat organoleptik dan 
kualitas beberapa tanaman. Komponen fenol juga biasanya digunakan dalam 
industri sebagai bahan tambahan pangan, dalam bidang farmasi, dan industri 
flavor (Zhao et al., 2005 dalam Garcia and Enkarna, 2013). Menurut Parr and 
Bowell (2000) dalam Garcia and Enkarna (2013) komponen fenolik dapat 
berfungsi sebagai antioksidan melalui beberapa mekanisme yaitu : 
1. Gugus hidroksil dengan elektron  dalam fenil dapat menangkap radikal 
bebas 
2. Pembangkitan radikal bebas yang dikatalis oleh logam berkurang karena 
adanya pengikatan logam oleh fenol 
3. Siklus pembentukan radikal bebas yang baru dihentikan melalui donasi proton 
dari komponen fenolik ke senyawa radikal 
4. Polifenol menghambat enzim pro-oksidan yang menginisiasi pembentukan 
radikal bebas , seperti lipoksigenase, siklo-oksigenase, dan xanthin oksidase. 
 
2.5.2 Aktivitas Antioksidan 
     Kemampuan antioksidan dalam menghambat reaktivitas radikal bebas 
biasanya dinyatakan sebagai aktivitas antioksidan. Antioksidan merupakan 
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Inisiasi  RH  R + H 
Propagasi  R + O2  ROO 
 ROO + AH  A + ROOH 
 RO + AH  ROH + A 
Terminasi  ROO + A  ROOA 
 RO + A  ROA 
Dimana : 
RH = lemak/minyak tidak jenuh 
R = radikal asam lemak 
H = ion hydrogen 
O2 = oksigen 
ROO = radikal peroksida 
ROA = radikal bebas stabil 
senyawa pemberi elektron atau reduktan. Senyawa ini memiliki berat molekul 
kecil, tetapi mampu menginaktivasi berkembangnya reaksi oksidasi, dengan cara 
mencegah terbentuknya radikal. Antioksidan juga merupakan senyawa yang 
dapat menghambat reaksi oksidasi, dengan mengikat radikal bebas dan molekul 
yang sangat reaktif. Akibatnya, kerusakan sel akan dihambat. (Winarsi, 2007).  
     Mekanisme inaktivasi radikal bebas selama proses oksidasi menurut Belitz 
and Grosch (1987) dan Yuliana (2003) adalah radikal bebas peroksida (ROO) 
dan radikal bebas oksida (RO) yang terbentuk karena autooksidasi dalam tahap 
propagasi akan berikatan dengan antioksidan (AH) dan membentuk senyawa 
yang memiliki reaktivitas lebih rendah. Reaksi tersebut akan berlanjut dan 







Gambar 2.8 Penghambatan Senyawa Radikal Bebas oleh Antioksidan (Belitz and 
Grosch (1987) dan Yuliana (2003)  
 
     Pengujian aktivitas antioksidan secara cepat dapat dilakukan melalui 
beberapa cara. Pengujian dengan DPPH, FRAP, dan ORAC merupakan metode 
yang paling umum digunakan dalam analisa aktivitas antioksidan. 
 




    Pengukuran aktivitas antioksidan dengan menggunakan DPPH banyak 
digunakan karena metode ini menggunakan radikal yang paling stabil, lebih 
mudah dilakukan (sederhana), cepat, dan hasilnya lebih mudah untuk 
ditunjukkan. DPPH yang merupakan radikal nitrogen organik yang akan direduksi 
oleh antioksidan dan menyebabkan warna DPPH menjadi pudar (ungu pekat 
menjadi ungu pudar). Selama reaksi, penurunan absorbansi diamati 
menggunakan spektrofotometer pada panjang gelombang 515-518nm setelah 30 
menit inkubasi pada ruang gelap (Chung, 2009). Nilai aktivitas antioksidan 
dengan metode DPPH dapat dinyatakan dalam nilai IC50 atau dalam mg Ascorbic 
Acid Equivalent (AAE)/ gr sampel kering. 
     Metode DPPH mengukur aktivitas antioksidan dalam ekstrak secara “kasar” 
dimana semua antioksidan yang dapat mereduksi DPPH akan diukur namun 
tidak secara spesifik. Oleh karena itu diperlukan analisa tambahan yang 
mendukung dimana biasanya dilakukan analisa total fenol karena fenol 
merupakan kelompok paling besar dari antioksidan yang ada pada tumbuhan. 
Beberapa penelitian yang dilakukan oleh Magalhaes et al., (2007) dalam Chung 
(2009) menunjukkan adanya korelasi yang kuat antara analisa DPPH dan analisa 
total fenol pada pengukuran aktivitas antioksidan beberapa minuman seperti red 
wine, teh, jus buah, dan beer. Menurut Chung, et al., (2009) analisa TPC (Total 
Phenolic Content) biasanya digunakan untuk mendukung pengukuran lain seperti 
DPPH, TEAC, dan ORAC yang mengukur aktivitas antioksidan sampel. 
Pengukuran total fenol atau biasanya disebut dengan pengujian kapasitas 
reduksi Folin-Ciocalteu (FC) merupakan metode yang digunakan untuk 
mengukur kandungan fenolik dalam ekstrak bahan pangan atau produk pangan. 
Ketika komponen fenolik bereaksi, komponen tersebut akan teroksidasi dan 
reagen Folin-Ciocalteu akan tereduksi pada kondisi larutan yang basa sehingga 
terbentuklah warna biru. Absorbansi larutan berwarna biru kemudian dideteksi 
secara spektrofotometri pada panjang gelombang 750-765nm. Secara kuantitatif, 
total fenolik diekspresikan sebagai asam galat ekuivalen (mg/L atau gr) (Chung 
et al., 2009).  
     Analisa lain juga diperlukan tergantung pada jenis antioksidan yang ada pada 
tumbuhan seperti analisa total flavonoid, tannin, antosianin, dsb. Hal ini 
disebabkan karena sebenarnya reagen FC diketahui tidak spesifik untuk 
kelompok antioksidan fenol namun juga dapat direduksi oleh kelompok non-
fenolik seperti amina aromatik (Chung, 2009).  
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BAB III  
BAHAN DAN METODE PENELITIAN 
 
 
3.1 Tempat dan Waktu Pelaksanaan 
     Penelitian dilaksanakan pada bulan Desember 2014 sampai Mei 2015 di 
Laboratorium Mikrobiologi Pangan Fakultas Teknologi Pertanian dan 
Laboratorium Pemuliaan Tanaman Fakultas Pertanian Universitas Brawijaya 
Malang. 
 
3.2 Alat dan Bahan 
     Alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah germinator semi otomatis 
(Seedburo Equipment Company), spektrofotometer (Genesys 20), timbangan 
analitik (Scoutpro), vortex (Turbo Mixer), tabung reaksi, pipet volume 10ml, 
mikropipet, mikrotip, labu ukur 100ml, labu ukur 25ml, labu ukur 10ml, mortar, 
erlenmeyer 250ml, rak tabung reaksi, aluminium foil¸ bola hisap, spatula besi, 
spatula kaca, cawan petri, kapas, kertas saring halus, botol semprot,. 
     Bahan yang digunakan adalah kedelai hitam jenis Detam 1, Detam 2, Detam 
3, Detam 4, dan Cikuray golongan FS yang diperoleh dari Balai Penelitian 
Tanaman Kacang-kacangan dan Umbi-umbian (Balitkabi) Malang. Elisitor yakni 
kitosan yang dilarutkan dalam asam asetat 1%, gum arab, maltodekstrin, dan 
gum xanthan yang dilarutkan dalam akuades. Bahan analisa aktivitas antioksidan 
metode DPPH yakni metanol (Meck) yang diperoleh dari toko bahan kimia 
Makmur Sejati Malang, asam askorbat (Merck) sebagai standar dan reagen 
DPPH 0,2mM (Sigma) dalam pelarut metanol. Bahan analisa total fenol yakni 
reagen Follin-Ciolcateu (Merck), asam gallat (Merck) sebagai standar, dan 
Na2CO3 7,5% (Merck) yang diperoleh dari Laboratorium Pengujian dan Analisa 
Pangan Universitas Brawijaya Malang. Bahan analisa total flavonoid yakni AlCl3 
5% (Merck), NaNO2 10% (Merck), dan NaOH 1M (Merck) yang diperoleh dari 




3.3 Metodologi Penelitian 
     Metode penelitian yang digunakan adalah metode deskriptif kuantitatif dengan 
jenis elisitor, konsentrasi elisitor, dan waktu perkecambahan adalah faktor yang 
dipilih. Penelitian deskriptif bertujuan untuk membuat deskripsi secara sistematis, 
faktual, dan akurat. Hasil penelitian kemudian diuji secara statistik menggunakan 
Ms.Excel dengan ANOVA one way untuk setiap perlakuan dan uji lanjut BNT 
pada =5% (kecuali pada tahap seleksi jenis elisitor dan lama elisitasi yang 
menggunakan ANOVA two way replication dengan uji lanjut DMRT pada =5%).  
     Dalam penelitian ini, dilakukan penelitian pendahuluan dengan cara melihat 
perbedaan aktivitas antioksidan yang ada dalam lima jenis kedelai hitam yang 
diperoleh dari Balitkabi Malang. Hasil rerata tiga kali ulangan menunjukkan 
bahwa kedelai hitam jenis Detam 3 merupakan kedelai hitam dengan aktivitas 
antioksidan terbesar dibandingkan dengan empat jenis kedelai hitam lainnya 
yakni sebesar 78,823mg AAE/gr sampel. Berdasarkan hasil tersebut, maka 
Detam 3 dipilih sebagai sampel. Penelitian pendahuluan kemudian dillanjutkan 
dengan penentuan lama elisitasi dan penentuan jenis elisitor menggunakan 
empat  jenis elisitor pada konsentrasi 500ppm dan waktu germinasi 72 jam dan 
didapatkan hasil bahwa elisitor kitosan dengan lama elisitasi dua jam merupakan 
jenis elisitor dan lama elisitasi terbaik untuk meningkatkan aktivitas antioksidan 
kecambah kedelai hitam. Penelitian dilanjutkan dengan dua tahap penelitian 
yang terdiri dari waktu germinasi dan seleksi konsentrasi elisitor terpilih, dan 
masing-masing dilakukan dua kali ulangan (duplo) dan tiga kali pengambilan 
sampel dalam satu ulangan.  
 
3.4 Pelaksanaan Penelitian 
     Berdasarkan penelitian pendahuluan, kedelai hitam yang dipilih adalah yang 
memiliki aktivitas antioksidan tertinggi yakni Detam 3. Penelitian yang 
dilaksanakan terdiri dari tiga tahap. Tahap pertama merupakan seleksi jenis dan 
lama elisitasi, tahap kedua yakni seleksi waktu germinasi, dan tahap ketiga 
adalah seleksi konsentrasi elisitor untuk mengetahui konsentrasi elisitor terbaik 





3.4.1 Seleksi Jenis Elisitor dan Lama Elisitasi (Modifikasi Eromosele et al., 
2013) 
     Jenis elisitor yang digunakan pada penelitian ini merupakan jenis elisitor yang 
secara umum dapat dikenali oleh tanaman sehingga diharapkan dapat 
meningkatkan aktivitas antioksidan secara optimal. Elisitasi dilakukan selama 2, 
4, 6, 8, dan 10 jam dengan menggunakan konsentrasi elisitor 500ppm. Elisitor 
yang digunakan pertama-tama ditimbang dan dilarutkan dalam akuades (untuk 
gum arab, gum xanthan, dan maltodekstrin) dan asam asetat 1% (untuk kitosan). 
Untuk kitosan, dilakukan penetralan pH menggunakan NaOH 1M sampai pH 
mencapai ±6. Pada pH asam, pelunakan kulit biji menjadi lebih cepat dan mudah 
sehingga air akan lebih mudah masuk ke dalam biji, sedangkan pH yang terlalu 
asam akan menyebabkan kematian/kerusakan pada embrio biji sehingga biji 
tidak dapat berkecambah (Bharsjah, 1992).  
     Biji kedelai hitam yang telah dielisitasi kemudian dicuci sebanyak tiga kali dan 
dikeringkan dengan menggelindingkannya di atas tissue bersih. Proses 
pencucian bertujuan untuk menghilangkan elisitor secara menyeluruh pada biji 
yang dapat mengganggu proses germinasi dan untuk menetralkan pH, 
sedangkan penyerapan air pada kain bertujuan untuk menurunkan kadar air 
berlebih yang dapat menyebabkan pembusukan. Biji yang telah dikeringkan 
kemudian diletakkan di atas kapas basah yang telah diletakkan di atas cawan 
petri dengan tebal ±0,5cm. Satu cawan petri diisi sebanyak 20-30 biji kedelai 
hitam terelisitasi dan kemudian dimasukkan ke dalam germinator semi otomatis 
yang suhunya telah diatur sebesar 20C dengan RH sebesar 80%. Sampel 
diletakkan pada tray kedua dalam germinator. Tray kedua merupakan bagian 
yang mendapat cahaya namun tidak secara langsung (ternaungi). Kondisi ini 
cocok untuk pertumbuhan kedelai yang merupakan kelompok tanaman C3 yaitu 
kelompok tanaman yang tidak membutuhkan cahaya terlalu banyak atau relatif 
toleran cahaya rendah (Rahmatullah, 2011).  
     Kecambah kedelai disemprot menggunakan akuades setiap 24 jam sekali 
untuk menjaga kadar air biji sehingga pertumbuhan biji menjadi kecambah dapat 
berlangsung dengan optimal. Germinasi dilakukan selama 72 jam berdasarkan 
penelitian Huang et al., (2014) dimana germinasi selama tiga hari merupakan 
lama germinasi terbaik yang dapat meningkatkan total antioksidan, total 
isoflavon, dan senyawa aglikon kedelai. 
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     Berdasarkan penelitian pada tahap ini, diketahui bahwa lama perendaman 
terbaik yakni selama dua jam dengan dua jenis elisitor menunjukkan hasil yang 
serupa (kitosan dan gum arab masing-masing sebesar 824,242mg AAE/g sampel 
dan 661,157mg AAE/g sampel) dengan kitosan sebagai elisitor yang paling dapat 
meningkatkan aktivitas antioksidan kecambah kedelai hitam.  
 
3.4.2 Seleksi Waktu Germinasi (Modifikasi Huang, 2014) 
     Pada tahap ini dilakukan elisitasi menggunakan elisitor kitosan pada 
konsentrasi 500ppm selama  dua jam, kemudian dilakukan pencucian sebanyak 
tiga kali dan dilanjutkan dengan germinasi selama 24, 48, 72, dan 96 jam.  
     Elisitasi bertujuan untuk meningkatkan metabolit sekunder tumbuhan dengan 
cara merendam biji dalam larutan elisitor. Elisitasi biji kedelai hitam dilakukan 
dengan perendaman dalam larutan kitosan 500ppm (dilarutkan dalam 1% asam 
asetat dan dinetralkan dengan NaOH 1M sampai pH ±6 (Oh dan Oh (2003) 
dalam Park dan Oh (2007)) selama dua jam dan perendaman biji dalam air pada 
waktu yang sama sebagai kontrol (dengan perbandingan 1:5 (w/v)). Setelah dua 
jam, dilakukan pencucian biji sebanyak tiga kali dan air sisa pencucian 
dihilangkan dengan cara biji diletakkan dan digelindingkan pada tissue bersih.  
     Selanjutnya adalah proses germinasi dengan metode dari Kayembe (2013) 
yang telah dimodifikasi. Biji yang terelisitasi diletakkan di atas cawan petri yang 
telah dilapisi kapas bersih basah. Biji yang telah dikondisikan dimasukkan ke 
dalam germinator dengan pengaturan suhu 20C, dan RH dipertahankan 80% 
dengan cara disemprot dengan akuades 24 jam sekali yang bertujuan untuk 
menjaga kadar air sehingga perkecambahan dapat berlangsung optimal. 
Pengambilan sampel dilakukan setiap 24 jam sebanyak tiga kali dan dilakukan 
analisa aktivitas antioksidan, total fenol, dan total flavonoid. Proses germinasi 
diulang sebanyak dua kali untuk mendapatkan hasil yang akurat. 
 
3.4.3 Optimasi Konsentrasi Elisitor (Modifikasi Huang, 2014) 
     Biji kedelai hitam terelisitasi digerminasi pada waktu optimum yang telah 
didapatkan dari penelitian tahap sebelumnya. Penentuan konsentrasi optimal 
elisitor kitosan yang digunakan dilakukan dengan menggunakan konsentrasi 
0ppm; 50ppm, 200ppm, 350ppm, 500ppm, dan 650ppm. Konsentrasi yang dipilih 
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merupakan hasil dari penelitian pendahuluan dimana dilakukan percobaan 
menggunakan berbagai range konsentrasi elisitor yakni 50; 100; 150; 200; 250; 
300; dan 350ppm dan didapatkan hasil bahwa hasil peningkatan aktivitas 
antioksidan terlihat jelas pada range konsentrasi 0ppm; 50ppm, 200ppm, 
350ppm, 500ppm, dan 650ppm. 
 
3.5 Pengamatan dan Analisis Data 
     Pengamatan yang dilakukan dalam penelitian ini meliputi :  
3.5.1 Pengujian Aktivitas Antioksidan (Modifikasi Prasetya dan Hendrawan, 
2003) 
     Metode ini didasarkan pada teori bahwa donor hidrogen termasuk dalam 
antioksidan dan akan mengukur komponen yang merupakan kelompok radikal. 
DPPH sebagai nitrogen radikal yang stabil akan menerima hidrogen dari 
kelompok antioksidan dan akibatnya akan terjadi perubahan warna dari ungu 
menjadi kuning diikuti oleh pembentukan DPPH non radikal (Lewis, 2012). 
 Sampel padat ditimbang dan diekstrak menggunakan metanol dengan 
perbandingan 1:100 (w/v) kemudian disaring. Satu ml DPPH 0,2mM kemudian 
ditambahkan ke dalam 2ml ekstrak dan diinkubasi selama 30 menit dalam ruang 
gelap sebelum dilakukan pengukuran absorbansi menggunakan 
spektrofotometer pada panjang gelombang 517nm. Nilai aktivitas antioksidan 
dinyatakan sebagai mg AAE/gr sampel dan sebagai pembanding dilakukan 
perhitungan persen inhibisi. 
 
3.5.2 Analisa Total Fenol (Modifikasi Xu and Chang, 2007) 
     Pengujian total fenolik didasarkan pada oksidasi kelompok fenolik dan reduksi 
reagen Folin-Ciocalteu pada kondisi larutan yang basa sehingga terbentuklah 
warna biru. Absorbansi larutan berwarna biru kemudian dideteksi secara 
spektrofotometri pada panjang gelombang 750-765nm. Sampel padat ditimbang 
dan diekstrak menggunakan metanol dengan perbandingan 1:15 (w/v) kemudian 
disaring. Satu ml Follin-Ciolcateu 10% ditambahkan ke dalam 0,2ml ekstrak dan 
sebanyak 0,8ml Na2CO3 7,5% ditambahkan. Campuran diinkubasi selama 30 
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menit dalam ruang gelap sebelum dilakukan pengukuran absorbansi 
menggunakan spektrofotometer pada panjang gelombang 765nm. Nilai total 
fenol dinyatakan sebagai mg AGE/gr sampel.  
 
3.5.3 Analisa Total Flavonoid (Modifikasi Bao et al., 2005) 
     Total flavonoid diukur berdasarkan metode pengukuran alumunium klorida 
kolorimetrik pada panjang gelombang 510nm. Sampel padat ditimbang dan 
diekstrak menggunakan metanol dengan berbagai perbandingan 1:2 (w/v) 
kemudian disaring. Satu ml ekstrak diambil dan sebanyak 0,3ml NaNO2 5% 
ditambahkan kemudian didiamkan selama enam menit. Sebanyak 0,3ml AlCl3 
10%; 2ml NaOH 1M; dan 6,4ml akuades ditambahkan, divorteks, dan diinkubasi 
selama enam menit dalam ruang gelap. Absorbansi diukur menggunakan 
spektrofotometer pada panjang gelombang 510nm. Nilai total flavonoid 
dinyatakan sebagai mg QE/gr sampel.  
 
3.6 Diagram Alir Penelitian  
3.6.1 Seleksi Jenis Elisitor dan Lama Elisitasi 
 
 
Gambar 3.1 Diagram Alir Seleksi Jenis Elisitor dan Lama Elisitasi (Modifikasi Huang, 
2014) 
 
Germinasi 72 jam dalam germinator 20C, RH 80% 
Kecambah Kedelai Hitam 
Terelisitasi 
Analisa : 
Aktivitas Antioksidan  
 
Dicuci 3x dengan air mengalir 
Biji Kedelai Hitam 12 gram 
Dielisitasi  selama 2; 4; 6; 8; dan 10 jam 
Kitosan, gum arab, 






3.6.2 Optimasi Waktu Germinasi 
 
Gambar 3.2 Diagram Alir Seleksi Waktu Germinasi (Modifikasi Huang, 2014) 
 
3.6.3 Optimasi Konsentrasi Elisitor  









Germinasi 24; 48; 72; dan 96 jam dalam germinator 20C, RH 80% 
Kecambah Kedelai Hitam 
Terelisitasi 
Analisa : 
a. Aktivitas Antioksidan  
b. Total Fenol 
c. Total Flavonoid 
 
Biji Kedelai Hitam 12 gram 
Dielisitasi  selama 2 jam 
Kitosan 500ppm, 60ml 
 
Dicuci 3x dengan air mengalir 
Germinasi dalam germinator 20C, RH 80% 
Kecambah Kedelai Hitam 
Terelisitasi 
Analisa : 
a. Aktivitas Antioksidan  
b. Total Fenol 
c. Total Flavonoid 
 
Biji Kedelai Hitam 12 
gram 
Dielisitasi 2 jam 
Kitosan  
(0; 50; 200; 350; 500; 650ppm) 
 
Dicuci 3x dengan air mengalir 
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BAB IV  
HASIL DAN PEMBAHASAN 
 
 
4.1 Karakteristik Bahan Baku 
     Kedelai hitam yang digunakan dalam penelitian tahap ini terdiri dari lima 
varietas yang diperoleh dari Balitkabi Malang yaitu Detam 1, Detam 2, Detam 3, 
Detam 4, dan Cikuray dari golongan FS. FS (Foundation Seed) merupakan 
kelompok benih keturunan pertama dari jenis pejenis. Benih dasar ini 
dikembangkan dibawah pengawasan secara ketat sehingga kualitas benih yang 
didapatkan bagus (Pitojo, 2007). Karakteristik fisik lima varietas kedelai hitam 
yang digunakan dalam penelitian tidak memiliki perbedaan yang mencolok jika 
diamati dari bentuk biji, kecerahan kulit biji, dan warna kulit biji seperti dapat 





              (a)                       (b)                     (c)                       (d)                         (e)    
 
Gambar 4.1 Kedelai Hitam Jenis Detam 1 (a), Detam 2 (b), Detam 3 (c), Detam 4 (d), 
dan Cikuray (e) 
 
     Lima varietas kedelai hitam yang digunakan memiliki aktivitas antioksidan 
yang berbeda-beda yang diduga disebabkan karena adanya perbedaan kondisi 
penanaman dan perbedaan genetik dari tiap varietas. Aktivitas antioksidan tiap 
jenis kedelai hitam dapat dilihat pada gambar 4.2. Berdasarkan gambar 4.2, 
kedelai hitam jenis Detam 3 merupakan jenis kedelai hitam yang memiliki 
aktivitas antioksidan paling tinggi yakni sebesar 78,823mg AAE/gr sampel jika 
dibandingkan dengan jenis kedelai hitam lain (Cikuray sebesar 74,610mg AAE/gr 
sampel; Detam 2 sebesar 60,147mg AAE/gr sampel; Detam 1 sebesar 55,785mg 
AAE/gr sampel; dan paling kecil adalah Detam 4 sebesar 54,637mg AAE/gr 
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sampel). Berdasarkan hasil ANOVA dengan selang kepercayaan 5% juga 
diketahui bahwa kedelai hitam jenis Detam 3 memiliki perbedaan yang nyata 
dengan kedelai hitam jenis Detam 1, Detam 2, dan Detam 4. Kedelai hitam jenis 
Detam 3 ini kemudian dipilih untuk penelitian tahap selanjutnya karena paling 
berpotensi sebagai sumber antioksidan jika dibandingkan dengan varietas 













Gambar 4.2 Aktivitas Antioksidan Berbagai Varietas Kedelai Hitam 
  
4.2 Pengaruh Lama Elisitasi dan Jenis Elisitor terhadap Aktivitas 
Antioksidan Kecambah Kedelai Hitam jenis Detam 3 
     Aktivitas antioksidan kecambah kedelai hitam yang berumur 72 jam dengan 
perlakuan elisitasi menggunakan empat jenis elisitor pada waktu yang berbeda 










Gambar 4.3 Aktivitas Antioksidan Kecambah Kedelai Hitam dengan Beberapa Jenis 














































































































     Berdasarkan gambar 4.3, diketahui bahwa tiap jenis elisitor memiliki pengaruh 
yang berbeda terhadap aktivitas antioksidan kecambah kedelai hitam. Secara 
umum, aktivitas antioksidan pada kecambah kedelai hitam yang dielisitasi 
menggunakan kitosan dan gum arab konsentrasi 500ppm lebih tinggi pada setiap 
waktu elisitasi jika dibandingkan kecambah yang dielisitasi menggunakan gum 
xanthan dan maltodekstrin pada konsentrasi yang sama. Hasil analisis ragam 
pada =5% menunjukkan bahwa perbedaan yang signifikan hanya terjadi pada 
perlakuan dengan elisitor kitosan pada waktu elisitasi dua dan delapan jam serta 
pada elisitor gum xanthan pada delapan jam dengan penggunaan elisitor kitosan 
selama dua jam merupakan perlakuan yang paling efektif.  
     Perbedaan hasil pada perlakuan dengan elisitor yang berbeda ini sesuai 
dengan penelitian Saini et al., (2013) yang menggunakan empat jenis elisitor 
yakni asam salisilat, metil jasmonat, Aspergillus niger, dan Rhizopus oligosporus 
untuk meningkatkan total isoflavon pada kecambah kedelai dimana asam 
salisilat, A. niger, dan R. oligosporus mampu meningkatkan  total isoflavon 
menjadi sebesar 1276,4g/gr; 1107,4g/gr; dan 1072,6g/gr. Sedangkan metil 
jasmonat tidak dapat meningkatkan total isoflavon pada konsentrasi yang sama 
jika dibandingkan dengan kontrol. Perbedaan waktu optimal tiap jenis elisitor 
dalam meningkatkan aktivitas antioksidan diduga karena adanya perbedaan 
karakteristik tiap jenis elisitor dan jenis tanaman yang digunakan.  
     Meskipun telah banyak penelitian yang dilakukan terhadap penggunaan 
elisitor biotik maupun non biotik, namun hanya sedikit yang melihat respon 
tanaman dari segi struktur maupun karakteristik elisitor yang digunakan. 
Sebagian besar penelitian menggunakan parameter metabolit sekunder, jumlah 
ROS, dan peningkatan jumlah enzim yang berperan dalam jalur pembentukan 
metabolit sekunder target untuk mengetahui kekuatan elisitor yang digunakan.  
     Elisitor dari kelompok yang sama belum dapat dipastikan memiliki 
kemampuan sebagai elisitor aktif yang sama. Albersheim et al., (1986) 
menunjukkan struktur elisitor yang aktif pada hepta -glukosida dan 
mengidentifikasi struktur yang aktif sebagai elisitor dalam jalur fenilpropanoid. 
Dari delapan struktur hepta -glukosida, hanya ada satu struktur yang aktif 
sebagai elisitor. Tujuh struktur lain merupakan struktur inaktif meskipun 
digunakan 25 kali lebih banyak dari elisitor aktif. Berdasarkan hal tersebut, masih 
belum diketahui secara jelas apa peran struktur elisitor biotik dan abiotik dalam 
mengelisitasi untuk menginduksi pembentukan fitoaleksin pada tanaman inang.  
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     Efek polisakarida yang digunakan sebagai elisitor sebenarnya bergantung 
pada beberapa hal yakni komposisi, derajat polimerisasi, konsentrasi, dan waktu 
penambahan (Baldi et al., 2009 dan Flores et al., 2009 dalam Li et al., 2011). 
Hasil karakterisasi spektra yang dilakukan oleh Avazkhodjaev et al, (1984b) 
menunjukkan bahwa komponen fitoaleksin yang terinduksi akan bergantung 
pada tipe struktur polisakarida yang digunakan, dengan karakteristik grup 
fungsional dan ikatan menyusunnya.  
    Yoshikawa (1988) menyimpulkan bahwa semakin besar fragmen (dengan 
contoh dinding sel glukan) yang digunakan, maka semakin aktif elisitor tersebut 
dalam meningkatkan glikeolin pada kedelai. Sebagai contoh, Yoshikawa (1988) 
berhasil melepaskan fragmen yang sangat aktif sebagai elisitor dimana fragmen 
ini memiliki ukuran yang lebih besar dari hasil penelitian sebelumnya lebih aktif 
10-100 kali untuk meningkatkan glikeolin pada kedelai.  
     Namun ukuran fragmen yang digunakan juga memiliki ukuran optimalnya 
masing-masing. Menurut Nothnagel et al., (1983), semakin besar fragmen 
(dengan residu optimal sebanyak 12 residu), maka akan semakin aktif sebagai 
elisitor untuk menginduksi pembentukan glikeolin pada kedelai), fragmen dengan 
residu 2-10 optimal sebagai elisitor protease inhibitor pada kentang (Ryan, 1981), 
dan oligogalakturonida yang lebih kecil (dengan aktivitas optimal 7 residu) telah 
terbukti menginduksi deposisi lignin castor bean (Bruce and West, 1989). 
     Spesifitas fragmen dalam menginduksi pembentukan metabolit sekunder 
berhubungan dengan kemampuan difusi dan kemampuannya dalam berikatan 
“binding site” yang pada membran sel. Fragmen yang mengalami kontak dengan 
binding site akan mengaktifkan enzim yang bertanggungjawab terhadap 
pengenalan serangan mikroba patogen tertentu ketika elisitor mengalami kontak 
dengan jaringan kedelai.  
     Menurut Garcia et al., (2014), secara umum ketahanan tanaman terhadap 
penyakit dikontrol oleh protein reseptor yang ada (R) dan gen pathogen 
avirulence (Avr). Pengenalan elisitor oleh sel mungkin sangat bervariasi 
tergantung pada karakteristik tanaman, jenis, atau bahkan jaringan yang ada, 
dimana reseptor secara spesifik memungkinkan aktifnya sinyal untuk 
pembentukan metabolit sekunder yang menginisiasi sistem pertahanan tanaman 
dalam melawan faktor biotik dan abiotik. Satu elisitor oligosakarida, dapat 
dikenali oleh beberapa tanaman yang memiliki reseptor yang sesuai karena tiap 
gen tanaman memiliki perbedaan secara struktur pada reseptornya (Dixon et al., 
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2000, Meyers et al., 2003 dalam Zhao et al., 2005). Kedelai hitam telah 
dilaporkan memiliki binding protein pada membrannya terhadap hepta--glukan 
(Cosio et al, 1992 dalam Garcia et al., 2014). Untuk kitin, binding protein 
ditemukan pada sel tomat (Basse et al., 1993 dalam Garcia et al., 2014), beras, 
dan parsley (Nurnberger et al, 1994 dalam Garcia et al., 2014). 
     Hasil lain yang didapat pada tahap ini adalah lama elisitasi terbaik pada tiap 
jenis elisitor yang digunakan. Kitosan dan gum arab mampu meningkatkan 
akumulasi senyawa metabolit sekunder selama dua jam (masing-masing sebesar 
824,242mg AAE/gr sampel dan 661,157mg AAE/gr sampel); dan delapan jam 
merupakan waktu yang dibutuhkan elisitor gum xanthan dan maltodekstrin untuk 
meningkatkan aktivitas antioksidan kecambah sampai pada titik tertingginya 
(masing-masing sebesar 236,364mg AAE/gr sampel dan 349,311mg AAE/gr 
sampel). Berdasarkan data tersebut, dapat diketahui bahwa tiap jenis elisitor 
memiliki waktu optimal dalam pembentukan metabolit sekunder pada kecambah 
kedelai hitam dengan metode perendaman (soaking). 
     Vasconsuelo and Ricardo (2007) menyatakan, bahwa sehubungan dengan 
lamanya waktu kontak, hanya sedikit data dan analisa yang tersedia. Secara 
umum, elisitor selalu memiliki kontak dengan sistem sampai dilakukan 
pemanenan. Namun, waktu yang tepat diperlukan untuk akumulasi metabolit 
sekunder yang maksimal. Pembentukan metabolit sekunder ini biasanya 
didahului oleh peningkatan aktivitas enzim yang terlibat. Menurut Ortmann et al., 
(2004), waktu pre-inkubasi yang berkepanjangan dapat menyebabkan stres baru 
dan sel mungkin dapat kehilangan kompetensi selama elisitasi. Sedangkan 
perlakuan elisitasi yang terlalu singkat menyebabkan produksi metabolit 
sekunder oleh tanaman menjadi tidak maksimal. Hasil penelitian Baque et al., 
(2011) menunjukkan kultur Morinda citrifolia yang dielisitasi lebih dari dua hari 
dengan dosis 0,2mg/ml menginduksi stres oksidatif yang mematikan dan  
mencegah pertumbuhan akar dan biosintesis komponen bioaktif 
     Metabolit sekunder yang terbentuk diawali dengan pembentukan ROS dalam 
sistem tanaman dimana fase pertama terjadi sekitar 10-20 menit dan fase kedua 
terjadi sekitar 1-3 jam setelah elisitasi dengan jamur (Bolwell and Wojtaszek, 
1997; Zhao et al., 2001 dalam Zhao et al., 2005). Linden and Meunduen (2000), 
menyatakan bahwa terdapat pengkondisian terlebih dahulu selama elisitasi 
dilakukan. Pengkondisian yang dilakukan pada hipokotil mentimun membuktikan 
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bahwa tanaman tidak mudah terelisitasi dengan cepat, namun menjadi kompeten 
setelah elisitasi selama satu sampai dua jam.  
     Jika dibandingkan berdasarkan waktu elisitasi yang digunakan, kitosan dan 
gum arab yang digunakan selama dua jam lebih efisien dalam meningkatkan 
metabolit sekunder pada kecambah kedelai hitam karena dalam waktu yang 
relatif lebih singkat, telah terjadi akumulasi metabolit sekunder dalam jumlah 
yang lebih tinggi. Elisitor kitosan terbukti mampu meningkatkan aktivitas 
antioksidan lebih tinggi dibandingkan gum arab pada waktu elisitasi yang sama. 
Oleh karena itu, kitosan dipilih sebagai elisitor yang digunakan pada tahap 
selanjutnya karena merupakan jenis elisitor yang paling berpengaruh dan efisien 
dalam meningkatkan aktivitas antioksidan kecambah kedelai hitam jenis Detam 3 
dibandingkan tiga jenis elisitor lainnya.  
     Berdasarkan beberapa penelitian, kitosan sendiri telah terbukti mampu 
meningkatkan sintesis enzim PAL dan akumulasi metabolit sekunder tanaman.  
Kitosan mampu meningkatkan energi selama germinasi, presentase germinasi, 
aktivitas enzim lipase, asam giberellin, dan asam asetat indol dalam kacang yang 
direndam dalam larutan kitosan (Zhou et al., dalam  Hameed et al., 2013). Hasil 
penelitian Hameed et al., 2013 membuktikan bahwa kitosan mampu 
meningkatkan presentase germinasi dan senyawa antioksidan seperti SOD, 
CAT, dan PAD sebagai bentuk respon pertahanan pada biji gandum. Menurut Ito 
(1999), elisitor kitosan menginduksi akumulasi lignin, callose, fitoaleksin, atau 
protease inhibitor pada berbagai macam jaringan tanaman dan menginduksi 












Gambar 4.4 Aktivitas Antioksidan Kecambah Kedelai Hitam Tanpa Elisitasi dan Dielisitasi 












































     Untuk mengetahui perbedaan aktivitas antioksidan pada kecambah yang 
terelisitasi kitosan 500ppm dan kontrol, maka dilakukan perbandingan dimana 
kontrol dibuat dengan perendaman biji kedelai hitam dalam akuades selama dua 
jam dan digerminasi selama 72 jam.  
     Hasil perbandingan dapat dilihat pada gambar 4.4 dimana aktivitas 
antioksidan kecambah kedelai hitam dengan perlakuan elisitasi menggunakan 
kitosan 500ppm (824,242mg AAE/gr sampel) lebih besar dibandingkan tanpa 
perlakuan elisitasi (513,258mg AAE/gr sampel) dan kedua hasil ini menunjukkan 
perbedaan yang nyata pada taraf =5%. Hasil tersebut dapat diartikan bahwa 
perlakuan elisitasi terbukti berpengaruh terhadap pembentukan senyawa 
antioksidan pada kecambah kedelai hitam. Menurut Garcia et al., (2014) adanya 
faktor stres baik abiotik maupun biotik akan mengaktifkan sinyal pembentukan 
metabolit sekunder salah satunya antioksidan.  
 
4.3 Pengaruh Lama Germinasi terhadap Aktivitas Antioksidan, Total Fenol, 
dan Total Flavonoid Kecambah Kedelai Hitam Jenis Detam 3  
     Selain jenis dan waktu treatment, lama germinasi juga berpengaruh terhadap 
pembentukan metabolit sekunder pada tanaman yang dikecambahkan dengan 
perlakuan elisitasi dan tiap jenis tanaman memiliki waktu optimalnya masing-
masing. Jika ditambahkan dengan perlakuan elisitasi, maka metabolisme sel 
akan mengalami sedikit perubahan karena adanya faktor stres yang 
ditambahkan.  
    
4.3.1 Aktivitas Antioksidan  
     Perubahan aktivitas antioksidan kecambah kedelai hitam yang digerminasi 
selama 24-96 jam germinasi dapat dilihat pada gambar 4.5. Berdasarkan gambar 
4.5, dapat diketahui bahwa waktu optimal pembentukan antioksidan berbeda 
pada perlakuan dengan dan tanpa elisitasi. Pada kontrol (tanpa elisitor), aktivitas 
antioksidan optimal terbentuk hanya sampai pada 48 jam germinasi yaitu 
sebesar 571,970mg AAE/gr sampel. Sedangkan pada kecambah terelisitasi 
kitosan 500ppm, aktivitas antioksidan masih terbentuk sampai 72 jam germinasi 
sebesar 843,251mg AAE/gr sampel. Hal ini membuktikan bahwa terjadi 
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perbedaan pembentukan metabolit sekunder pada tanaman selama germinasi 
berlangsung ketika dilakukan penambahan elisitor. Hasil ini sesuai dengan hasil 
penelitian Randhir et al., (2009) dimana aktivitas antioksidan pada kecambah M. 
puriens kontrol berada pada dosis tertinggi pada germinasi selama satu hari, 
sedangkan jika dielisitasi menggunakan ekstrak oregano, aktivitas antioksidan 
tertinggi dihasilkan pada germinasi hari ke-4.  











Gambar 4.5 Perubahan Aktivitas Antioksidan Kecambah Kedelai Hitam Terelisitasi dan 
Kontrol Selama 96 Jam Germinasi 
      
     Waktu optimal pembentukan antioksidan antara kecambah kontrol dan 
kecambah terelisitasi menunjukkan perbedaan yang diduga disebabkan karena 
pengaruh penggunaan elisitor yang memicu pembentukan metabolit sekunder 
pada kecambah lebih lama sampai pada jam ke-72 dengan aktivitas yang lebih 
besar dibandingkan pada kecambah yang tidak diberi perlakuan elisitasi. 
Metabolit sekunder yang terbentuk selama elisitasi mengindikasikan bahwa sel 
memproduksi metabolit sekunder sebagai respon pertahanan terhadap faktor 
elisitor yang diberikan.  
     Berdasarkan hasil analisis ragam pada =5%, diketahui bahwa pada 
kecambah kontrol tidak terjadi perbedaan yang nyata pada setiap waktu 
germinasi. Sedangkan pada perlakuan dengan elisitasi kitosan 500ppm, terjadi 
perbedaan yang signifikan pada perlakuan 48 dan 72 jam germinasi dengan titik 






















































     Perbandingan pada tiap waktu germinasi menunjukkan bahwa aktivitas 
antioksidan pada kecambah kedelai hitam terelisitasi, peningkatan aktivitas 
antioksidan terus mengalami peningkatan pada 24-72 jam germinasi. Namun, 
pada 24 dan 48 jam germinasi, antioksidan yang terbentuk masih berada 
dibawah kontrol. Aktivitas antioksidan pada kecambah terelisitasi mulai 
mengalami peningkatan yang tajam pada 72 jam germinasi menjadi sebesar 
843,251mg AAE/gr sampel dan telah berada pada kadar yang lebih tinggi jika 
dibandingkan dengan kontrol (513,430mg AAE/gr sampel). 
     Kecambah kedelai hitam terelisitasi mengalami penurunan aktivitas 
antioksidan pada 96 jam germinasi dengan aktivitas antioksidan sebesar 
580,234mg AAE/gr sampel. Namun, aktivitas antioksidan yang mengalami 
penurunan ini masih lebih tinggi jika dibandingkan dengan kontrol (535,468mg 
AAE/gr sampel) pada waktu germinasi yang sama yang menunjukkan bahwa 
elisitasi berpengaruh terhadap pembentukan senyawa antioksidan pada 
kecambah kedelai hitam.  
     Selama 48 jam pertama germinasi, diduga sel yang terinduksi masih belum 
dapat menyeimbangkan kondisi dalam sel akibat tingginya ROS yang terbentuk 
sebagai akibat dari induksi elisitor sehingga antioksidan yang terbentuk masih 
belum maksimal. Kemungkinan kedua adalah ROS yang terbentuk untuk 
menangkal serangan elisitor masih cukup dan belum menyebabkan kerusakan 
pada sel sehingga antioksidan dalam dosis tinggi belum dibentuk oleh tanaman. 
Selain itu, adanya kemungkinan antioksidan yang terlarut dalam larutan elisitor 
dan belum terbentuk kembali selama 48 jam germinasi dapat menjadi penyebab 
rendahnya aktivitas antioksidan pada fase awal germinasi. Menurut Randhir et 
al., (2009), selama elisitasi aktivitas antioksidan kontrol yang lebih tinggi selama 
awal germinasi menunjukkan periode stres yang terjadi pada tanaman. Pada 
kontrol, aktivitas yang lebih tinggi bergantung pada respon alami terhadap stres 
selama germinasi berlangsung. 
     Germinasi selama 72 jam telah dapat meningkatkan akumulasi metabolit 
sekunder untuk menyeimbangkan kondisi di dalam sel sehingga reaksi 
hipersensitif dapat dihindari dan aktivitas antioksidan yang terukur lebih tinggi 
karena adanya perlakuan elisitasi yang diberikan. Metabolit sekunder yang lebih 
tinggi selama 72 jam germinasi ini diduga disebabkan karena adanya berbagai 
mekanisme yang terlibat seperti perubahan aliran ion pada membran sel, 





























adalah aktifnya metabolisme pembentukan metabolit sekunder sebagai sistem 
pertahanan tanaman. Stres oksidatif di dalam sel akibat ROS yang terbentuk 
menyebabkan kondisi dalam sel tidak seimbang sehingga sistem pertahanan 
perlu ditingkatkan untuk menghindari terjadinya kerusakan sel salah satunya 
dengan pembentukan metabolit sekunder seperti antioksidan dan fenol (Zhao et 
al., 2005). 
     Efek penurunan yang terjadi pada 96 jam germinasi bisa disebabkan karena 
adanya efek post binding yang terjadi antara reseptor dan elisitor, sesuai dengan 
hasil penelitian Purwianingsih dan Yanti (2010) dimana terjadi peningkatan 
kandungan tertinggi kuinon pada kalus mengkudu dengan menggunakan elisitor 
5% pada waktu pemanenan dua hari dan mengalami penurunan pada hari 
berikutnya. Efek post binding sendiri terjadi karena adanya perbedaan kecepatan 
kemampuan sel dalam merespon suatu sinyal dalam hal ini adalah elisitor.  
     Berbeda dengan hasil perlakuan kecambah terelisitasi, hasil pada kecambah 
kontrol menunjukkan bahwa aktivitas antioksidan mulai mengalami penurunan 
pada 72 jam germinasi menjadi sebesar 513,430mg AAE/gr sampel dan 
mengalami peningkatan kembali pada waktu germinasi 96 jam. Hasil ini sesuai 
dengan penelitian Huang et al., (2014) dimana aktivitas antioksidan mengalami 
peningkatan yang paling sedikit pada kecambah yang berumur dua hari 
(0,025mol TE/gr), dan antioksidan tertinggi terdapat pada kecambah yang 
berumur empat hari yaitu sebesar 0,13mol TE/gr. Penurunan pada hari kedua 
germinasi bisa disebabkan karena umur tanaman yang masih terlalu muda 
sedangkan penurunan pada hari keempat disebabkan karena umur tanaman 
yang sudah terlalu tua.  
      
 












     Hasil pengukuran aktivitas antioksidan kemudian dibandingkan dengan 
pengukuran persen inhibisi pada sampel. Hasilnya menunjukkan bahwa aktivitas 
antioksidan sebanding dengan persen inhibisi kecambah kedelai hitam. Namun, 
tidak terjadi perbedaan yang nyata pada kecambah terelisitasi maupun 
kecambah kontrol yang menunjukkan bahwa perlakuan elisitasi dan germinasi 
kurang dapat meningkatkan kemampuan penghambatan radikal bebas dengan 
perbandingan sampel:pelarut sebesar 1:100 (=5%). Berdasarkan gambar 4.6, 
titik tertinggi persen inhibisi antara kecambah terelisitasi dan kecambah kontrol 
berbeda seperti ditunjukkan pada pengukuran aktivitas antioksidan. Pada 
kecambah terelisitasi berada pada 72 jam germinasi, sedangkan pada kecambah 
kontrol pada 48 jam germinasi. persen inhibisi kecambah kedelai hitam 
terelisitasi menunjukkan hasil paling tinggi pada 72 jam germinasi yakni sebesar 
55,959% jika dibandingkan dengan kontrol 34,572%. Menurut Aliyu et al., (2012), 
persen inhibisi merupakan cara lain untuk menyatakan aktivitas antioksidan yang 
diukur. Konsentrasi atau aktivitas antioksidan akan berbanding lurus dengan 
persen inhibisi. Semakin tinggi aktivitas antioksidan, maka semakin besar 
penghambatan radikal bebas oleh antioksidan. 
 
4.3.2 Total Fenol 
     Hasil pengujian total fenol pada tahap seleksi waktu germinasi dapat dilihat 
pada gambar 4.7. Berdasarkan hasil ANOVA pada =5%, diketahui bahwa total 
fenol tidak mengalami perbedaan yang signifikan pada kecambah yang 
terelisitasi. Sedangkan pada kecambah kontrol, perbedaan hanya terlihat pada 
waktu germinasi 24 jam. Hal ini menunjukkan bahwa perlakuan elisitasi maupun 
germinasi kurang dapat meningkatkan total fenol pada kecambah kedelai hitam 
jenis Detam 3 sampai pada 96 jam germinasi.  
     Total fenol memiliki hasil yang sebanding dengan aktivitas antioksidan, 
dimana kandungan fenol pada kecambah terelisitasi mengalami peningkatan 
sampai 72 jam germinasi dari 272,838mg AGE/gr sampel (pada germinasi 
selama 24 jam) menjadi sebesar 330,383mg AGE/gr sampel, dan mengalami 
penurunan pada 96 jam germinasi menjadi sebesar 314,392mg AGE/gr sampel. 
Menurut Taiz and Zeiger (1998) dalam Huang (2014), total fenol akan meningkat 
ketika germinasi mulai berlangsung dan sintesis kelompok fenolik selama 
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     Total fenol pada kecambah terelistasi memiliki hasil yang kurang sesuai 
dengan hasil pengujian aktivitas antioksidan pada 24 jam germinasi dimana 
aktivitas antioksidan kecambah terelisitasi pada waktu tersebut masih berada di 
bawah kontrol. Sedangkan total fenol kecambah terelisitasi berada pada kadar 
yang lebih tinggi dibandingkan kontrol pada 24 jam germinasi. Pada 24 jam awal, 
fenol yang terbentuk cukup tinggi yakni sebesar 272,838mg AGE/gr sampel jika 
dibandingkan kontrol sebesar 205,802mg AGE/gr sampel. Hasil ini sesuai 
dengan penelitian Randhir and Shetty (2005) dimana total fenol pada jagung 
yang digerminasi tiga hari lebih tinggi dibandingkan sembilan hari germinasi 
dengan FPH dan ekstrak oregano sebagai elisitor. Hal ini menunjukkan bahwa 
tanaman telah menghasilkan fenol dalam jumlah tinggi untuk melawan ancaman 
yang diberikan oleh elisitor. Menurut Randhir and Shetty (2005) total fenol yang 
lebih tinggi pada awal germinasi menunjukkan pada fase awal, tanaman kaya 
akan kelompok fenol sederhana yang belum berperan terhadap proses lignifikasi 
selama pertumbuhan.   
     Total fenol mengalami kenaikan pada 48 jam germinasi menjadi sebesar 
298,288 mg AGE/gr sampel namun berada pada kadar yang lebih rendah 
dibandingkan kontrol (321,150 mg AGE/gr sampel). Hal ini diduga karena fenol 
yang terbentuk sebagian besar digunakan untuk proses lignifikasi dimana 












































ROS yang diproduksi oleh sel sehingga diperlukan pembangunan kembali 
struktur tersebut. Selain itu, faktor yang mungkin berpengaruh adalah stres 
melalui kondisi germinasi (air, RH, atau suhu) yang dialami kecambah kontrol 
cukup besar sehingga tanaman membentuk fenol yang cukup banyak sebagai 
sistem pertahanan.  
     Total fenol tertinggi dibentuk pada 72 jam germinasi (330,383mg AGE/gr 
sampel) yang menunjukkan bahwa germinasi selama 72 jam telah dapat 
meningkatkan akumulasi metabolit sekunder untuk menyeimbangkan kondisi di 
dalam sel sehingga reaksi hipersensitif dapat dihindari. Jumlah total fenol bebas 
yang diproduksi juga menjadi lebih banyak akibat induksi elisitor. Adanya 
kerusakan pada sel sehingga membutuhkan fenol dalam jumlah lebih besar 
untuk proses lignifikasi tidak lepas dari terbentuknya H2O2 yang berikatan cross 
linking dengan dinding sel tanaman dan menyebabkan kerusakan sel (Zhao et 
al., 2005). H2O2 yang terbentuk sebenarnya merupakan respon awal sistem 
pertahanan dalam melawan infeksi ataupun serangan bakteri dan jamur sebelum 
terbentuknya senyawa metabolit sekunder. Namun, H2O2 tidak menyerang 
tanaman secara spesifik sehingga membran sel, organel sel, ataupun DNA akan 
ikut terserang dan mengalami kerusakan. Pada saat inilah, senyawa metabolit 
sekunder termasuk antioksidan dan fenol akan diproduksi dalam jumlah yang 
tinggi untuk menghindari kerusakan atau reaksi hipersensitif yang terjadi. 
(Winarsi, 2007). 
     Penurunan yang terjadi pada 96 jam germinasi dan berada pada kadar di 
bawah kecambah kontrol diduga disebabkan karena komponen fenol yang 
digunakan dalam lignifikasi kecambah terelisitasi lebih besar dibandingkan 
kecambah kontrol. Hal ini disebabkan adanya induksi oleh elisitor yang 
menyebabkan stres dan kerusakan pada sel tanaman yang terinfeksi. Menurut 
Duenas et al., (2015), semakin lama waktu germinasi dengan adanya treatment 
menggunakan elisitor, peningkatan partisi fenol terlarut terhadap lignifikasi akan 
menurunkan total komponen fenol bebas yang terukur. Selain itu, rendahnya total 
fenol jika dibandingkan dengan kontrol dapat disebabkan karena adanya 
penghambatan pertumbuhan pada tanaman akibat proses elisitasi (Randhir and 
Shetty, 2005). Hasil ini sesuai dengan penelitian Randhir and Shetty (2005) 
dimana total fenol kecambah jagung dengan elisitasi menggunakan laktoferin, 
hidrolisat protein ikan, dan ekstrak oregano pada sembilan jam germinasi sudah 
tidak dapat meningkatkan total fenol jika dibandingkan dengan kontrol.  
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     Perbedaan hasil total fenol dengan aktivitas antioksidan selama 24 jam 
germinasi mungkin dapat disebabkan oleh beberapa hal seperti komponen fenol 
yang dibentuk selama 24 jam germinasi masih merupakan kelompok fenol yang 
belum dapat mereduksi radikal bebas DPPH atau masih pada dosis yang kurang 
dapat menangkal efek radikal bebas dan pada jam ke-72 kelompok yang dapat 
mereduksi DPPH baru terbentuk atau dosis yang diperlukan sudah cukup kuat. 
Kemungkinan lain yang terjadi adalah diduga terdapat metabolit sekunder lain 
yang dapat mereduksi DPPH namun proses elisitasi kurang berpengaruh 
terhadap pembentukan senyawa tersebut sehingga belum terbentuk maksimal 
selama 24 jam germinasi. Komponen lain tersebut mungkin adalah antosianin 
atau kelompok p-kumarik dan asam ferulik yang selama proses elisitasi terlarut 
dalam larutan elisitor sehingga dibutuhkan waktu untuk pembentukan senyawa 
tersebut kembali.  
     Menurut Jing et al., 2012 dalam Duenas et al., 2015,  tidak adanya hubungan 
antara total fenol dan aktivitas antioksidan bisa disebabkan karena perbedaan 
komposisi fenolik dan struktur yang kompleks dari ekstrak biji dan kecambah. 
Penelitian lain menyatakan bahwa struktur fenol (posisi dan jumlah gugus 
hidroksil pada struktur dasar) berperan penting dalam kemampuannya dalam 
mereduksi radikal bebas. Analisis aktivitas struktur menunjukkan bahwa p-
kumarik menghambat sebagian besar radikal bebas, diikuti oleh asam ferulik, 
dan asam hidroksibenzoat (Koroleva et al., 2014 dalam Duenas et al., 2015).  
     Berdasarkan data yang diperoleh dari pengujian total fenol dan aktivitas 
antioksidan, meskipun terdapat sedikit perbedaan pada 24 jam germinasi, jumlah 
tertinggi  kedua senyawa ini terbentuk pada 72 jam germinasi. Fenol merupakan 
kelompok antioksidan yang dipengaruhi oleh adanya proses elisitasi yang 
dibuktikan dengan peningkatan total fenol pada 24 dan 72 jam germinasi jika 
dibandingkan dengan kontrol.  
 
4.3.3 Total Flavonoid 
     Pengukuran total flavonoid didasarkan pada kandungan terbesar dari 
kelompok fenol pada tanaman kedelai yang berupa flavonoid. Flavonoid diukur 
untuk memastikan jenis metabolit sekunder yang dapat ditingkatkan selama 
proses germinasi dan elisitasi berlangsung. Hasil pengukuran total flavonoid 
pada tahap ini dapat dilihat pada gambar 4.8. Total flavonoid pada kecambah 
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terelisitasi berada pada titik optimal pada 72 jam germinasi sedangkan kecambah 
kontrol pada 48 jam germinasi. Hasil analisis statistik (=5%) menunjukkan 
bahwa pada kecambah terelisitasi kitosan 500ppm, total flavonoid pada 48 dan 
72 jam germinasi memiliki perbedaan yang nyata dibandingkan pada waktu 
germinasi 24 dan 96 jam. Sedangkan pada kecambah kontrol, perbedaan yang 
signifikan hanya terlihat pada waktu germinasi 96 jam. Hal ini menunjukkan 
bahwa elisitasi berpengaruh terhadap total flavonoid kecambah kedelai hitam 
Detam 3 yang dielisitasi menggunakan kitosan. 
 
      








Gambar 4.8 Perubahan Total Flavonoid Kecambah Terelisitasi dan Kontrol Selama 96 
Jam  Germinasi 
 
       Berdasarkan gambar 4.8, dapat diketahui bahwa pola perubahan total 
flavonoid sesuai dengan total fenol yang menunjukkan bahwa komponen fenol 
yang meningkat kemungkinan besar adalah flavonoid. Pada 24 jam germinasi, 
total flavonoid telah memiliki nilai yang lebih tinggi (80,777mg QE/gr sampel) jika 
dibandingkan kontrol (52,718mg QE/gr sampel). Sama seperti fenol, flavonoid 
yang terbentuk tinggi pada awal germinasi yang diduga disebabkan karena 
induksi oleh elisitor yang memicu terbentuknya senyawa tersebut dalam jumlah 
yang lebih besar pada awal germinasi berlangsung. Selain itu, menurut Randhir 
and Shetty (2005), metabolit sekunder yang tinggi pada awal germinasi 
menunjukkan jumlah O2 yang terbentuk tinggi akibat aktivitas sel untuk 
menyeimbangkan kondisi dalam sel akibat adanya elisitor. 
     Total flavonoid yang tinggi pada 24 jam germinasi kemudian menurun pada 















































peningkatan kembali pada jam ke-72 menjadi sebesar 96,088mg QE/gr sampel. 
Penurunan pada jam ke-48 diduga karena sel mulai dapat menyeimbangkan 
kondisi stres oksidatif yang terjadi dan perlakuan dengan germinasi membantu 
pembentukan senyawa tersebut kembali pada 72 jam germinasi. Hasil yang 
sama ditunjukkan oleh penelitian Zlotek et al., (2015) yang melakukan germinasi 
dan elisitasi pada Vigna angularis dan hasilnya menunjukkan peningkatan total 
flavonoid pada kecambah berumur dua hari dari sebesar 0,688mg QE/gr sampel 
menjadi sebesar 0,702mg QE/gr sampel dengan perlakuan elisitasi 
menggunakan suhu tinggi. Germinasi sendiri merupakan proses yang melibatkan 
berbagai macam enzim untuk pertumbuhan dan pembentukan senyawa-senyawa 
termasuk metabolit sekunder pada tanaman. Menurut Astawan (2009), 
kandungan zat gizi pada biji sebelum dikecambahkan berada dalam bentuk tidak 
aktif (terikat). Setelah perkecambahan, bentuk tersebut diaktifkan sehingga 
jumlahnya akan lebih besar dibandingkan dalam bentuk biji. Peningkatan zat-zat 
gizi pada tauge mulai tampak sekitar 24-48 jam saat perkecambahan.  
     Penurunan total flavonoid kembali terjadi pada 96 jam germinasi menjadi 
sebesar 45,209mg QE/gr sampel. Total flavonoid kecambah kedelai hitam 
terelisitasi memiliki kadar yang lebih tinggi selama 96 jam germinasi jika 
dibandingkan dengan kecambah kontrol (27,516mg QE/gr sampel) meskipun 
telah mengalami penurunan dibandingkan waktu sebelumnya. Hal ini 
menunjukkan bahwa sebenarnya perlakuan elisitasi berpengaruh terhadap 
pembentukan metabolit sekunder pada kecambah kedelai sampai pada 96 jam 
germinasi. Selama germinasi berlangsung, kecambah akan terinduksi oleh 
kitosan yang ditambahkan pada saat perendaman sehingga mensintesis 
metabolit sekunder yang lebih tinggi dibandingkan kontrol untuk 
menyeimbangkan kondisi di dalam sel karena tingginya jumlah ROS sehingga 
tidak akan terjadi kerusakan sel. Menurut Chung (2009), flavonoid mampu 
bertindak sebagai antioksidan karena senyawa  mampu melindungi sel dari 
stress oksidatif berdasarkan kemampuannya menangkal radikal peroksida, efektif 
menghambat peroksidasi lipid, dan berfungsi sebagai pengkelat ion.   
     Kelompok flavonoid yang ditingkatkan selama germinasi dan elisitasi pada 
kecambah kedelai diduga berasal dari golongan isoflavon karena isoflavon 
merupakan komponen terbesar yang menyusun flavonoid pada kedelai. Secara 
umum, elisitor akan menginduksi akumulasi daidzein yang merupakan prekusor 
glikeolin dan kedua, akan mengaktifkan kemampuan sel kedelai untuk 
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menghasilkan prekusor dalam pembentukan glikeolin sebagai respon terhadap 
elisitor. Tahap terakhir, elisitor akan menginduksi pembentukan konjugasi 
genistein pada sel sehingga pertahanan potensial pada jaringan dapat dicapai 
(Park et al., 2012 dalam Landini et al., 2003). Landini, et al (2003), meningkatkan 
kelompok isoflavon daidzein dengan germinasi selama 24 jam, daidzin selama 
48 jam, dan genistein selama 48 jam, dengan menggunakan laktofen sebesar 
500mM.     
     Berdasarkan hasil pengujian aktivitas antioksidan, total fenol, dan total 
flavonoid, diketahui bahwa waktu germinasi dengan perlakuan elisitasi terbaik 
adalah selama 72 jam dimana terjadi peningkatan yang signifikan pada ketiga 
komponen tersebut jika dibandingkan dengan kontrol meskipun terjadi sedikit 
perbedaan pola perubahan ketiga senyawa tersebut. Fenol dan flavonoid 
merupakan kelompok antioksidan dalam kecambah kedelai hitam yang mampu 
meningkat selama germinasi dengan proses elisitasi berlangsung. Germinasi 
selama 72 jam kemudian digunakan pada tahap penelitian selanjutnya untuk 
menentukan konsentrasi elisitor kitosan yang terbaik. 
 
4.4 Pengaruh Konsentrasi Elisitor Kitosan terhadap Aktivitas Antioksidan, 
Total Fenol, dan Total Flavonoid Kecambah Kedelai Hitam Jenis Detam 
3 
     Konsentrasi elisitor merupakan faktor penting dimana tiap jenis elisitor 
memiliki konsentrasi berbeda jika diaplikasikan pada jenis tanaman yang 
berbeda. Elisitor sendiri biasanya lebih efektif terhadap sebagian besar 
pembentukan metabolit sekunder pada konsentrasi yang lebih rendah. Namun, 
jika terlalu rendah terdapat kemungkinan metabolit sekunder yang terbentuk tidak 
dapat mencapai titik optimumnya dan jika terlalu tinggi akan menghambat 
pertumbuhan tanaman dan pembentukan senyawa metabolis sekunder.  
    
4.4.1 Aktivitas Antioksidan  
     Hasil pengujian aktivitas antioksidan kecambah kedelai hitam jenis Detam 3 
dengan berbagai jenis elisitor pada germinasi selama 72 jam dapat dilihat pada 
gambar 4.9. Berdasarkan gambar tersebut, dapat diketahui bahwa konsentrasi 
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memiliki pengaruh terhadap pembentukan antioksidan pada kecambah kedelai 
hitam. Hasil ANOVA menunjukkan bahwa terdapat perbedaan pada perlakuan 
yang digunakan. Penggunaan kitosan pada konsentrasi 500 dan 650ppm 
menunjukkan perbedaan yang signifikan dibandingkan pada konsentrasi 0, 200, 
dan 350ppm serta berbeda nyata dengan konsentrasi kitosan 50ppm pada 
=5%. 










Gambar 4.9 Aktivitas Antioksidan Kecambah Kedelai Hitam pada Beberapa Konsentrasi 
Elisitor Kitosan 
 
     Aktivitas antioksidan kecambah kedelai hitam masih berada pada jumlah yang 
lebih rendah pada konsentrasi 50ppm (328,857mg AAE/gr sampel) jika 
dibandingkan dengan kontrol (570,592mg AAE/gr sampel). Nilai aktivitas 
antioksidan mulai meningkat pada konsentrasi 200ppm dan aktivitas antioksidan 
sudah berada pada jumlah lebih besar dari kontrol yakni sebesar 529,270mg 
AAE/gr sampel.  
     Aktivitas antioksidan terus mengalami peningkatan dan peningkatan paling 
drastis terjadi pada konsentrasi 500ppm menjadi sebesar 843,320mg AAE/gr. 
Peningkatan terbesar terjadi pada elisitasi dengan menggunakan konsentrasi 
elisitor kitosan 650ppm yakni menjadi sebesar 896,694mg AAE/gr sampel. 
Peningkatan aktivitas antioksidan mungkin masih dapat terjadi pada konsentrasi 
elisitor yang lebih tinggi mengingat pada konsentrasi 650ppm belum 
menunjukkan tanda-tanda menurunnya aktivitas antioksidan. Menurut Kombrink 
et al., (1986) dalam Vasconsuelo et al., (2007), secara umum terdapat dua jenis 














































sekunder. Kurva pertama merupakan kurva yang berhubungan dengan terjadinya 
saturasi dimana kondisi “overdosis” terhadap elisitor tidak akan mempengaruhi 
viabilitas sel dan tipe kedua menunjukkan pola optimasi yang tajam dan pola 
kurva aktivitas antioksidan sesuai dengan pola kurva kedua. Pola kurva yang 
ditunjukkan pada pengukuran aktivitas antioksidan ini diduga mengikuti pola 
kurva kedua atau sebenarnya pola kurva pertama namun titik optimalnya belum 
diketahui. Selain itu, menurut Ito (1999), elisitor kitosan efektif pada range 
konsentrasi yang cukup tinggi.  
     Meskipun masih terjadi peningkatkan aktivitas antioksidan kecambah kedelai 
hitam pada konsentrasi 650ppm, pengamatan dihentikan pada konsentrasi 
650ppm karena kualitas kecambah kedelai hitam mulai mengalami penurunan 
pada warna, bobot, dan kenampakan fisik yang akan kurang diminati untuk 
dikonsumsi. Penurunan kualitas mungkin juga akan terjadi pada konsentrasi 
elisitor yang lebih tinggi sehingga pada tahap ini sehingga konsentrasi yang diuji 
dibatasi pada konsentrasi 650ppm.  
     Perubahan hasil pengukuran aktivitas antioksidan dengan berbagai jenis 
konsentrasi elisitor kitosan sesuai dengan pernyataan Vasconsuelo et al., (2007) 
dimana konsentrasi elisitor yang digunakan berpengaruh terhadap akumulasi 
metabolit sekunder yang dihasilkan walaupun aktivitas antioksidan yang diukur 
masih secara kasar. Dosis penggunaan elisitor yang memiliki efek stimulus pada 
beberapa jenis tanaman ketika dan diaplikasikan pada jenis tanaman yang lain 
terkadang tidak akan berdampak pada aktivitas sel, yang menunjukkan bahwa 






































     Sama seperti pada tahap sebelumya, persen inhibisi pada kecambah kedelai 
hitam dengan berbagai konsentrasi elisitor sebanding dengan aktivitas 
antioksidan yang terukur seperti dapat dilihat pada gambar 4.10. Pola kurva yang 
dihasilkan memiliki tren yang sama dengan pengukuran aktivitas antioksidan 
dimana peningkatan persen inhibisi mulai terlihat pada penggunaan dosis elisitor 
200ppm dan persen inhibisi tertinggi terdapat pada kecambah kedelai hitam yang 
dielisitasi menggunakan kitosan 650ppm yakni sebesar 57,079%. Hasil analisis 
ragam pada =5% juga menunjukkan hasil yang sama dengan aktivitas 
antioksidan dimana konsentrasi elisitor berpengaruh terhadap persen 
penghambatan radikal bebas dengan perbedaan yang nyata ditunjukkan pada 
penggunaan elisitor 500 dan 650ppm. 
 
4.4.2 Total Fenol 
     Total fenol pada kecambah kedelai hitam yang dielisitasi dengan 
menggunakan berbagai macam konsentrasi elisitor dapat dilihat pada gambar 
4.11. Hasil analisis ragam pada =5% menunjukkan perlakuan elisitasi 
menggunakan konsentrasi kitosan 350 hingga 650ppm berbeda nyata dengan 
perlakuan menggunakan kitosan 0 hingga 350ppm. Hasil ini dapat diartikan 
bahwa konsentrasi elisitor kitosan berpengaruh terhadap total fenol yang 
dihasilkan kecambah kedelai hitam Detam 3.  
     Total fenol kecambah kedelai hitam yang dielisitasi menggunakan konsentrasi 
kitosan 50ppm (283,874mg AGE/gr sampel) dan 200ppm (274,977mg AGE/gr 
sampel) masih berada di bawah kontrol (294,856mg AGE/gr sampel) dan pada 
konsentrasi 200ppm justru mengalami penurunan. Total fenol mulai meningkat 
dan memiliki jumlah lebih tinggi dibandingkan kontrol pada konsentrasi 350ppm 
menjadi sebesar 340,631mg AGE/gr sampel dan pada 500ppm sebesar 
372,838mg AGE/gr sampel. Total fenol mengalami penurunan kembali pada 
konsentrasi 650ppm menjadi sebesar 364,842mg AGE/gr sampel.  
     Berdasarkan data tersebut, pada konsentrasi 350ppm dan 500ppm diduga 
konsentrasi elisitor telah dapat menginduksi sistem pertahanan pada tanaman 
sehingga total fenol yang terbentuk menjadi lebih tinggi dibandingkan kontrol. 
Konsentrasi 500ppm merupakan konsentrasi optimal untuk pembentukan 











Gambar 4.11 Total Fenol Kecambah Kedelai Hitam pada Beberapa Konsentrasi Elisitor 
Kitosan 
 
     Menurut beberapa penelitian, fenol tinggi yang terbentuk selama proses 
elisitasi akan berbanding lurus dengan jumlah radikal bebas yang terbentuk di 
dalam sel. H2O2 yang terbentuk sebenarnya merupakan respon awal sistem 
pertahanan dalam melawan infeksi ataupun serangan bakteri dan jamur sebelum 
terbentuknya senyawa metabolit sekunder. Namun, H2O2 tidak menyerang 
tanaman secara spesifik sehingga membran sel, organel sel, ataupun DNA akan 
ikut terserang dan mengalami kerusakan. Pada saat inilah, senyawa metabolit 
sekunder termasuk antioksidan dan fenol akan diproduksi dalam jumlah yang 
tinggi untuk menghindari kerusakan atau reaksi hipersensitif yang terjadi. 
(Winarsi, 2007). 
     Penurunan total fenol pada konsentrasi 650ppm diduga disebabkan karena 
kondisi jenuh yang sudah terjadi pada reseptor sehingga peningkatan 
konsentrasi tidak berpengaruh terhadap pembentukan senyawa fenol. Menurut 
Purwianingsih (2010), terjadinya penurunan senyawa metabolit sekunder dapat 
disebabkan karena pada konsentrasi yang lebih tinggi, seluruh reseptor yang 
mengenali komponen elisitor telah terisi jenuh dengan elisitor sehingga 
penambahan elisitor yang diberikan tidak dapat mempengaruhi lagi peningkatan 
metabolit sekunder. Hasil ini sesuai dengan penelitian Hameed et al., (2013), 
yang menggunakan 0,5% kitosan untuk meningkatkan daya kecambah gandum. 
Namun total fenol menurun seiring dengan peningkatan konsentrasi yang 
digunakan. Purwiangingsih dan Yanti (2010) meningkatkan senyawa bioaktif 
kuinon pada kalus mengkudu dengan menggunakan kitosan sebesar 0,5% dan 
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     Pola grafik yang terbentuk pada pengukuran total fenol sesuai dengan literatur 
tentang hubungan konsentrasi elisitor dan peningkatan akumulasi senyawa 
metabolit sekunder. Aplikasi konsentrasi elisitor dan molekul elisitor (jenis) 
menghasilkan kurva yang menunjukkan bentuk seperti lonceng (Kneer et al., 
1999 dalam Saini et al., 2013), yang berarti bahwa molekul elisitor efektif pada 
konsentrasi optimum dan konsentrasi yang lebih tinggi dapat bersifat toksik pada 
tanaman dengan cara menginduksi kematian sel dan stres oksidatif (Mur et al., 
2006 dalam Saini et al., 2013).  
     Jika dibandingkan dengan hasil pengujian aktivitas antioksidan, pola yang 
ditunjukkan pada analisa total fenol berbeda dengan pola pada analisa aktivitas 
antioksidan. Pola grafik pada aktivitas antioksidan cenderung berbanding lurus 
dengan konsentrasi yang digunakan kecuali pada konsentrasi 50ppm. Semakin 
tinggi konsentrasi elisitor kitosan yang digunakan, semakin tinggi pula aktivitas 
antioksidan yang terukur yang menandakan bahwa semakin tinggi dosis elisitor 
yang ditambahkan, induksi yang terjadi semakin kuat sehingga aktivitas 
antioksidan mengalami peningkatan. Sedangkan pada pola grafik total fenol, 
pada konsentrasi 50ppm dan 200ppm total fenol masih berada dibawah kontrol 
dan baru meningkat pada konsentrasi 350 dan 500ppm kemudian mengalami 
penurunan kembali pada konsentrasi 650ppm. Perbedaan pola perubahan total 
fenol dan aktivitas antioksidan yang terbentuk dapat disebabkan karena 
perbedaan komposisi komponen fenol dimana beberapa polifenol tidak bertindak 
sebagai antioksidan karena terdapat beberapa golongan yang terlibat dalam 
lignifikasi dan perkembangan struktur selama pertumbuhan biji (Burguires et al., 
2007).   
 
     
4.4.3 Total Flavonoid 
     Hasil pengukuran total flavonoid dengan berbagai konsentrasi elisitor dapat 
dilihat pada gambar 4.12. Hasil analisis ragam pada selang kepercayaan 5% 
menunjukkan bahwa konsentrasi elisitor yang diaplikasikan pada kedelai hitam 
jenis Detam 3 memiliki pengaruh terhadap total flavonoid yang dihasilkan selama 
72 jam germinasi. Penggunaan konsentrasi 0, 200, 350, dan 6500ppm memiliki 
hasil yang tidak berbeda nyata terhadap total flavonoid kecambah kedelai hitam 
jenis Detam 3. Namun total flavonoid keempat konsentrasi tersebut berbeda 
nyata dengan penggunaan konsentrasi kitosan 50ppm maupun 500ppm.  
54 
 









Gambar 4.12 Total Flavonoid Kecambah Kedelai Hitam pada Beberapa Konsentrasi 
Elisitor Kitosan 
 
     Total flavonoid pada konsentrasi 50ppm dan 200ppm memiliki nilai yang lebih 
rendah yakni sebesar 33,780mg QE/gr sampel dan 46,527 QE/gr sampel jika 
dibandingkan dengan kontrol (54,147mg QE/gr sampel). Namun, pola 
peningkatan terlihat mulai terjadi pada konsentrasi 200ppm meskipun masih 
berada pada kadar dibawah kontrol. Total flavonoid terus meningkat hingga 
konsentrasi 500ppm menjadi sebesar 97,150mg QE/gr sampel yang merupakan 
titik tertinggi. Peningkatan total flavonoid yang tajam pada konsentrasi 500ppm 
menunjukkan bahwa pada konsentrasi tersebut, konsentrasi elisitor yang 
dibutuhkan telah cukup untuk menginduksi sistem pertahanan tanaman sehingga 
flavonoid yang dibentuk untuk mempertahankan kondisi dalam sel menjadi lebih 
tinggi dibandingkan biasanya.  
     Total flavonoid kemudian mengalami penurunan dengan treatment 
menggunakan konsentrasi elisitor kitosan 650ppm menjadi sebesar 53,744mg 
QE/gr sampel. Sama seperti total fenol, penurunan total flavonoid yang terjadi 
pada kondisi 650ppm dapat disebabkan karena efek saturasi yang ada pada sel 
sehingga sinyal untuk mensintesis flavonoid lebih banyak sebagai bentuk 
pertahanan tidak akan bertambah jika jumlah elisitor ditambah. Kurva yang 
dibentuk merupakan kurva tipe pertama yang berbentuk seperti lonceng. Menurut 
Armero et al., (2001), konsentrasi yang terlalu tinggi dapat menyebabkan 
fenomena saturasi yang ditunjukkan dengan terbentuknya kurva hiperbola.      
     Jika dibandingkan dengan aktivitas antioksidan dan total fenol, total flavonoid 
memiliki pola awal yang hampir sama dengan total fenol. Nilai total fenol dan total 










































Namun, pada total fenol, terjadi penurunan pada konsentrasi 200ppm sedangkan 
pada total flavonoid tidak (meningkat seperti aktivitas antioksidan). Total 
flavonoid memiliki titik tertinggi sama dengan total fenol pada konsentrasi 
500ppm dan menurun pada konsentrasi 650ppm.  
     Berdasarkan hasil pengujian total fenol dan total flavonoid, diketahui 
konsentrasi yang paling optimal untuk meningkatkan senyawa metabolit 
sekunder pada kecambah kedelai hitam yang digerminasi selama tiga hari 
adalah sebesar 500ppm. Sedangkan untuk meningkatkan aktivitas antioksidan 












































     Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan maka kesimpulan yang 
didapatkan adalah: 
1. Elisitor polisakarida berpengaruh terhadap aktivitas antioksidan kecambah 
kedelai hitam Detam 3 
2. Kitosan yang diaplikasikan selama dua jam merupakan elisitor yang paling 
efektif untuk meningkatkan aktivitas antioksidan kecambah kedelai hitam 
Detam 3 
3. Waktu germinasi yang optimum untuk meningkatkan aktivitas antioksidan 
kecambah kedelai hitam Detam 3 adalah selama 72 jam 
4. Konsentrasi optimum elisitor kitosan untuk meningkatkan aktivitas antioksidan 
pada kecambah kedelai hitam Detam 3 adalah sebesar 6500ppm.  
 
5.2 Saran 
1. Perlu dilakukan optimasi konsentrasi yang lebih tinggi jika melihat nilai 
aktivitas antioksidan masih tinggi pada konsentrasi 650ppm 
2. Perlu dilakukan pengamatan fisik terhadap kualitas kecambah yang dihasilkan  
3. Perlu digunakan ekstraksi dengan metode lain yang lebih baik untuk 
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Lampiran  1. Metode Pengujian 
1. Pengujian Aktivitas Antioksidan (Modifikasi Prasetya dan Hendrawan, 2003) 
a. Sampel ditimbang dan dihaluskan dengan menggunakan mortar hingga 
halus  
b. Sampel yang telah halus diekstrak menggunakan metanol P.A dengan 
perbandingan sampel : pelarut sebanyak 1 : 60 sampai 1:100 (w/v) dan 
disaring 
c. Ekstrak dimasukkan ke dalam tabung reaksi sebanyak 2ml 
d. Ditambahkan 1ml DPPH 0,2mM dalam pelarut metanol 
e. Divortex hingga homogen 
f.   Didiamkan 30 menit pada suhu ruang (25-27C) 
g. Diukur absorbansi pada 517nm 












2. Analisa Total Fenol (Modifikasi Xu and Chang, 2007) 
a. Sampel dihaluskan dengan mortar dan diencerkan menggunakan metanol 
P.A dengan berbagai perbandingan (1:7 sampai 1:12 (w/v) 
b. Sebanyak 0,2 ml sampel dimasukkan ke dalam tabung reaksi 
c. Ditambahkan 1ml reagen Follin-Ciolcateu 10% 
d. Ditambahkan 0,8 ml Na2CO3 7,5% 
e. Divorteks 
Aktivitas Antioksidan        =  c.V 
      (mg AAE/g sampel)               g 
 
Keterangan :  
c =  Nilai x (didapatkan dari persamaan kurva standar) 
v = Volume pengenceran (ml) 
g = berat sampel (g) 
% Inhibisi = (Abs. Blanko-Abs. Sampel)  X 100%             




f.   Diinkubasi suhu ruang selama 30 menit dalam ruang gelap 
g. Diabsorbansi pada panjang gelombang 765nm 











3. Analisa Total Flavonoid (Modifikasi Bao et al., 2005) 
a. Sampel dihaluskan dengan mortar dan diencerkan dengan perbandingan 
1:1 sampai 1:2 (w/v) 
b. Sebanyak 1ml sampel diambil dan dimasukkan ke dalam tabung reaksi 
c. Ditambahkan 0,3ml NaNO2 5% dan divorteks kemudian didiamkan 
selama enam menit 
d. Ditambahkan 0,3ml AlCl3 10% 
e. Ditambahkan 2ml NaOH 1M dan 6,4ml akuades 
f. DIvorteks dan didiamkan enam menit 
g. Diabsorbansi pada panjang gelombang 510nm 
h. Dihitung nilai Total Flavonoid sebagai nilai Quercetin Ekuivalen (QE) 
 
Total Fenolik        =  c.V.fp 
(mg AGE/g sampel)           g 
 
Keterangan :  
c =  Nilai x (didapatkan dari persamaan kurva standar) 
v = Volume pengenceran (ml) 
fp = faktor pengenceran 
g = berat sampel (g) 
Total Flavonoid    =  c.V.fp 
(mg QE/g sampel)         g 
 
Keterangan :  
c =  Nilai x (didapatkan dari persamaan kurva standar) 
v = Volume pengenceran (ml) 
fp = faktor pengenceran 
g = berat sampel (g) 
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Lampiran  3. Aktivitas Antioksidan Lima Varietas Biji Kedelai Hitam 
 
 
Jenis Kedelai Hitam 
Berat (mg) Volume (ml) Absorbansi Aktivitas Antioksidan (mg AAE/gr sampel) 
Rata-rata S Error 
I II III I II III I II III I II III 
Detam 1 0.4 0.4 0.4 40 40 40 0.926 0.928 0.924 51.653 59.917 55.785 55.785 0.260 
Detam 2 0.4 0.4 0.4 40 40 40 0.927 0.925 0.922 57.851 64.050 58.540 60.147 2.510 
Detam 3 0.4 0.4 0.4 40 40 40 0.912 0.916 0.915 76.446 78.512 79.890 78.283 2.767 
Detam 4 0.4 0.4 0.4 40 40 40 0.927 0.926 0.927 55.785 53.719 54.408 54.637 0.177 

















Aktivitas Antioksidan  





I II III I II III 
Chitosan 
2 0.2 16 0.389 0.446 0.528 932.231 838.017 702.479 824.242 109.428 55.150 
4 0.2 16 0.613 0.693 0.645 561.983 429.752 509.091 500.275 66.610 35.801 
6 0.2 16 0.55 0.65 0.704 666.116 500.826 411.570 526.171 129.152 37.348 
8 0.2 16 0.564 0.514 0.546 642.975 725.620 672.727 680.441 41.859 46.561 
10 0.2 16 0.726 0.701 0.723 375.207 416.529 380.165 390.634 22.563 29.253 
Gum Arab 
2 0.2 16 0.599 0.546 0.514 585.124 672.727 725.620 661.157 70.959 45.410 
4 0.2 16 0.578 0.521 0.603 619.835 714.050 578.512 637.466 69.468 43.995 
6 0.2 16 0.601 0.667 0.584 581.818 472.727 609.917 554.821 72.470 39.059 
8 0.2 16 0.638 0.671 0.691 520.661 466.116 433.058 473.278 44.239 34.189 
10 0.2 16 0.625 0.666 0.717 542.149 474.380 390.083 468.871 76.149 33.926 
Gum Xanthan 
2 0.2 16 0.825 0.867 0.86 211.570 142.149 153.719 169.146 37.193 16.025 
4 0.2 16 0.834 0.79 0.812 196.694 269.421 233.058 233.058 36.364 19.842 
6 0.2 16 0.898 0.848 0.878 90.909 173.554 123.967 129.477 41.597 13.656 
8 0.2 16 0.822 0.786 0.822 216.529 276.033 216.529 236.364 34.355 20.039 
10 0.2 16 0.857 0.921 0.902 158.678 52.893 84.298 98.623 54.328 11.813 
Maltodekstrin 
2 0.2 16 0.894 0.872 0.792 97.521 133.884 266.116 165.840 88.724 15.828 
4 0.2 16 0.861 0.857 0.843 152.066 158.678 181.818 164.187 15.622 15.729 
6 0.2 16 0.79 0.758 0.803 269.421 322.314 247.934 279.890 38.279 22.639 
8 0.2 16 0.765 0.73 0.73 310.744 368.595 368.595 349.311 33.400 26.785 









Berat (gr) Volume Pelarut (ml) Absorbansi 
Aktivitas Antioksidan 
(mg AAE/gr sampel) Rata-rata 
I II III I II III I II III I II III 
24 0.26 0.24 0.24 26 24 24 0.782 0.747 0.784 353.306 425.620 349.174 376.033 
48 0.21 0.26 0.25 21 26 25 0.662 0.629 0.653 601.240 669.421 619.835 630.165 
72 0.27 0.32 0.26 27 32 26 0.518 0.622 0.467 898.760 683.884 1004.132 862.259 
96 0.26 0.27 0.28 26 27 28 0.662 0.661 0.689 601.240 603.306 545.455 583.333 




Berat (gr) Volume Pelarut (ml) Absorbansi 
Aktivitas Antioksidan 
(mg AAE/gr sampel) Rata-rata 
I II III I II III I II III I II III 
24 0.18 0.18 0.18 18 18 18 0.783 0.74 0.745 351.240 440.083 429.752 407.025 
48 0.23 0.24 0.27 23 24 27 0.73 0.712 0.719 460.744 497.934 483.471 480.716 
72 0.200 0.200 0.200 16.000 16.000 16.000 0.389 0.446 0.528 932.231 838.017 702.479 824.242 
96 0.3 0.32 0.32 30 32 32 0.629 0.672 0.72 669.421 580.579 481.405 577.135 
 
Rerata 2 Ulangan 
Lama Elisitasi 
(hari) 
Ulangan Aktivitas Antioksidan  
Kecambah Terelisitasi 













Kontrol I II 
24 376.033 407.024 391.529 15.496 28.784 570.592 63.017 37.583 
48 630.165 480.716 555.441 74.724 36.782 571.970 47.176 37.597 
72 862.259 824.242 843.251 19.008 55.959 513.430 87.121 34.572 





Lampiran  6. Total Fenol Kecambah Kedelai Hitam Terelisitasi dan Kontrol Selama 96 jam Germinasi 
Ulangan 1 
Lama Germinasi  
(hari) 
Berat (gr) Volume Pelarut (ml) Absorbansi 
Total Fenol  
(mg AGE/gr sampel) Rata-rata 
I II III I II III I II III I II III 
24 0.29 0.32 0.31 4.35 4.8 4.65 0.369 0.511 0.432 216.757 312.703 259.324 262.928 
48 0.29 0.31 0.3 4.35 4.65 4.5 0.486 0.582 0.569 295.811 360.676 351.892 336.126 
72 0.34 0.36 0.37 5.1 5.4 5.55 0.556 0.528 0.536 343.108 324.189 329.595 332.297 
96 0.36 0.36 0.37 5.4 5.4 5.55 0.576 0.603 0.601 356.622 374.865 373.514 368.333 
 
Ulangan 2 
Lama Germinasi (hari) 
Berat (gr) Volume Pelarut (ml) Absorbansi 
Total Fenol 
(mg AGE/gr sampel Rata-rata 
I II III I II III I II III I II III 
24 0.47 0.48 0.43 7.05 7.2 6.45 0.464 0.456 0.48 280.946 275.541 291.757 282.748 
48 0.29 0.3 0.33 4.35 4.5 4.95 0.469 0.401 0.431 284.324 238.378 258.649 260.450 
72 0.3 0.29 0.29 4.5 4.35 4.35 0.564 0.508 0.531 348.514 310.676 326.216 328.468 
96 0.29 0.3 0.3 4.35 4.5 4.5 0.469 0.401 0.431 284.324 238.378 258.649 260.450 
 
Rerata 2 Ulangan 
Lama Germinasi (Jam) 
Ulangan Total Fenol Kecambah Terelisitasi  
(mg AGE/gr sampel) 
Standar Error 
Total Fenol Kecambah Kontrol  
(mg AGE/gr sampel) 
Standar Error 
I II 
24 262.928 282.748 272.838 9.910 205.802 4.505 
48 336.126 260.450 298.288 37.838 321.150 35.817 
72 332.297 328.468 330.383 1.914 294.856 15.864 








Berat (gr) Volume Pelarut (ml) Absorbansi 
Total Flavonoid  
(mg QE/gr sampel) Rata-rata 
I II III I II III I II III I II III 
24 1.96 2.32 2.08 3.92 4.64 4.16 0.422 0.421 0.42 91.253 91.033 90.813 91.033 
48 1.06 2.38 3.22 2.12 4.76 6.44 0.299 0.313 0.301 64.220 67.297 64.659 65.392 
72 4.29 4.27 3.99 8.58 8.54 7.98 0.417 0.472 0.469 90.154 102.242 101.582 97.993 
96 3.01 3.25 4.89 6.02 6.5 9.78 0.2 0.211 0.198 42.462 44.879 42.022 43.121 
 
Ulangan 2 
Lama Germinasi  
(Jam) 
Berat (gr) Volume Pelarut (ml) Absorbansi 
Total Flavonoid  
mg QE/gr sampel) Rata-rata 
I II III I II III I II III I II III 
24 2.28 3.23 2.12 4.56 6.46 4.24 0.314 0.332 0.337 67.516 71.473 72.571 70.520 
48 2.69 3.44 3.29 5.38 6.88 6.58 0.211 0.215 0.212 44.879 45.758 45.099 45.245 
72 3.14 3.14 3.14 6.28 6.28 6.28 0.417 0.472 0.417 90.154 102.242 90.154 94.183 
96 2.19 3.19 3.33 4.38 6.38 6.66 0.224 0.22 0.222 47.736 46.857 47.297 47.297 
 
Rerata 2 Ulangan  
Lama Germinasi 
(Jam) 
Ulangan Total Flavonoid Kecambah 
Terelisitasi  
(mg QE/gr sampel) 
Standar 
Error 
Total Flavonoid Kecambah 
Kontrol  
(mg QE/gr sampel) 
Standar 
Error I II 
24 91.033 70.520 80.777 10.256 52.718 0.513 
48 65.392 45.245 55.319 10.073 55.099 3.407 
72 97.993 94.183 96.088 1.905 54.147 4.359 




Lampiran  8. Aktivitas Antioksidan Kecambah Kedelai Hitam yang Dielisitasi Menggunakan Kitosan pada Beberapa Konsentrasi 
Ulangan 1 
Konsentrasi (ppm) 
Berat (gr) Volume Pelarut (ml) Absorbansi 
Aktivitas Antioksidan  
(mg AAE/ gr sampel) Rata-rata 
I II III I II III I II III I II III 
0 (Kontrol) 0.3 0.27 0.25 30 27 25 0.712 0.714 0.696 497.934 493.802 530.992 507.576 
50 0.4 0.46 0.45 40 46 45 0.813 0.796 0.808 289.256 324.380 299.587 304.408 
200 0.22 0.29 0.27 22 29 27 0.644 0.786 0.745 638.430 345.041 429.752 471.074 
350 0.44 0.32 0.3 44 32 30 0.641 0.694 0.641 644.628 535.124 644.628 608.127 
500 0.27 0.32 0.26 27 32 26 0.518 0.622 0.467 898.760 683.884 1004.132 862.259 




Berat (gr) Volume Pelarut (ml) Absorbansi 
Aktivitas Antioksidan  
(mg AAE/ gr sampel) Rata-rata 
I II III I II III I II III I II III 
0 (Kontrol) 0.2 0.19 0.18 20 19 18 0.671 0.623 0.645 582.6446 681.818 636.364 633.609 
50 0.31 0.32 0.32 31 32 32 0.84 0.763 0.743 233.471 392.562 433.884 353.306 
200 0.34 0.37 0.38 34 37 38 0.703 0.643 0.66 516.529 640.496 605.372 587.466 
350 0.29 0.31 0.28 29 31 28 0.685 0.661 0.632 553.719 603.306 663.223 606.749 
500 0.2 0.2 0.2 20 20 20 0.502 0.547 0.613 931.8182 838.843 702.479 824.380 









Rerata 2 Ulangan  
Konsentrasi (ppm) 
Ulangan Rata-rata Aktivitas Antioksidan  
(mg AAE/gr sampel) 
Standar Error % Inhibisi Standar Error 
I II 
0 (Kontrol) 507.576 633.609 570.592 63.017 44.144 0.281 
50 304.408 353.306 328.857 24.449 34.409 1.649 
200 471.074 587.466 529.270 58.196 42.483 0.022 
350 608.127 606.749 607.438 0.689 45.516 2.209 
500 862.259 824.380 843.320 19.008 54.926 2.561 























Lampiran  9. Total Fenol Kecambah Kedelai Hitam yang Dielisitasi Menggunakan Kitosan pada Beberapa Konsentrasi 
Ulangan 1 
Konsentrasi (ppm) 
Berat (gr) Volume Pelarut (ml) Absorbansi 
Total Fenol 
(mg AGE/ gr sampel) Rata-rata 
I II III I II III I II III I II III 
0 (Kontrol) 0.6 0.53 0.46 6 5.3 4.6 0.822 0.635 0.757 348.559 264.324 319.279 310.721 
50 0.35 0.36 0.35 5.25 5.4 5.25 0.452 0.447 0.455 272.838 269.459 274.865 272.387 
200 0.31 0.31 0.3 4.65 4.65 4.5 0.422 0.485 0.469 252.568 295.135 284.324 277.342 
350 0.36 0.37 0.4 5.4 5.55 6 0.448 0.55 0.556 270.135 339.054 343.108 317.432 
500 0.34 0.36 0.36 5.1 5.4 5.4 0.756 0.528 0.536 478.243 324.189 329.595 377.342 




Berat (gr) Volume Pelarut (ml) Absorbansi 
Total Fenol  
(mg AGE/ gr sampel) Rata-rata 
I II III I II III I II III I II III 
0 (Kontrol) 0.29 0.38 0.3 3.48 4.56 3.6 0.614 0.524 0.555 305.838 257.189 273.946 278.991 
50 0.26 0.36 0.3 3.9 5.4 4.5 0.453 0.538 0.465 273.514 330.946 281.622 295.360 
200 0.35 0.33 0.39 5.25 4.95 5.85 0.473 0.426 0.456 287.027 255.270 275.541 272.613 
350 0.28 0.32 0.33 4.2 4.8 4.95 0.613 0.46 0.687 381.622 278.243 431.622 363.829 
500 0.36 0.36 0.36 5.4 5.4 5.4 0.576 0.603 0.601 356.622 374.865 373.514 368.333 








Rerata 2 Ulangan 
Konsentrasi (ppm) 
Ulangan Rata-rata Total Fenol 
(mg AGE/gr sampel) 
Standar Error 
I II 
0 (Kontrol) 310.721 278.991 294.856 15.865 
50 272.387 295.360 283.874 11.486 
200 277.342 272.613 274.977 2.365 
350 317.432 363.829 340.631 23.198 
500 377.342 368.333 372.838 4.505 























Lampiran  10. Total Flavonoid Kecambah Kedelai Hitam yang Dielisitasi Menggunakan Kitosan pada Beberapa Konsentrasi 
Ulangan 1 
Konsentrasi (ppm) 
Berat (gr) Volume Pelarut (ml) Absorbansi 
Total Flavonoid  
(mg QE/ gr sampel) Rata-rata 
I II III I II III I II III I II III 
0 (Kontrol) 2.63 2.89 3.21 5.26 5.78 6.42 0.28 0.286 0.253 60.044 61.363 54.110 58.505 
50 3.9 4.5 4.7 7.8 9 9.4 0.124 0.153 0.15 25.758 32.132 31.473 29.788 
200 3.67 4.66 3.8 7.34 9.32 7.6 0.223 0.244 0.254 47.516 52.132 54.330 51.326 
350 2.64 3.45 2.78 5.28 6.9 5.56 0.221 0.27 0.217 47.077 57.846 46.198 50.374 
500 3.14 3.14 3.14 6.28 6.28 6.28 0.417 0.472 0.462 90.154 102.242 100.044 97.480 




Berat (gr) Volume Pelarut (ml) Absorbansi Total Flavonoid (mg QE/ gr sampel) 
Rata-rata 
I II III I II III I II III I II III 
0 (Kontrol) 3.17 3.43 3.55 6.34 6.86 7.1 0.201 0.201 0.298 42.681 42.681 64.000 49.788 
50 3.16 3.25 3.46 6.32 6.5 6.92 0.188 0.198 0.15 39.824 42.022 31.473 37.773 
200 4.74 4.56 4.8 9.48 9.12 9.6 0.18 0.197 0.213 38.066 41.802 45.319 41.729 
350 3.18 3.46 2.99 6.36 6.92 5.98 0.263 0.276 0.217 56.308 59.165 46.198 53.890 
500 4.28 4 4.3 8.56 8 8.6 0.397 0.469 0.476 85.758 101.582 103.121 96.821 









Rerata 2 Ulangan 
Konsentrasi (ppm) 
Ulangan Rata-rata Total Flavonoid 
(mg QE/gr sampel) 
Standar Error 
I II 
Kontrol 58.505 49.788 54.147 4.359 
50 29.788 37.773 33.780 3.993 
200 51.326 41.729 46.527 4.799 
350 50.374 53.890 52.132 1.758 
500 97.480 96.821 97.150 0.330 
650 52.498 54.989 53.744 1.245 






































































y = -0.0484x + 0.953 

















Kurva Standar Asam Askorbat 
y = 0.0222x + 0.0482 















Kurva Standar Asam Gallat 
y = 0.0091x + 0.068 





















Lampiran  12. Hasil ANOVA 
1. Seleksi Jenis Kedelai  
Anova: Single Factor 
      
SUMMARY 
      Groups Count Sum Average Variance 
  Detam 1 3 167.3554 55.78512 17.07534 
  Detam 2 3 180.4408 60.14692 11.54166 
  Detam 3 3 234.8485 78.28283 3.003994 
  Detam 4 3 163.9118 54.63728 1.106735 
  Cikuray 3 223.8292 74.60973 38.57761 
  
ANOVA 
      Source of Variation SS df MS F P-value F crit 
Jenis Kedelai 1452.478706 4 363.1197 25.46231 3.17E-05 3.47805 
Galat 142.6106798 10 14.26107 
   
Total 1595.089386 14         
        
Uji Lanjut (BNT) 
 
MSt               =  14.26106798 Jenis Kedelai Hitam Rata-rata 
 
t(dfe 2.228 Detam 1 0.577
a 
                   = 0.050 Detam 2 0.559
a 
dfe                = 10.000 Detam 3 0.416
b 
r                    =  3.000 Detam 4 0.580
a 




2. Seleksi Jenis Elisitor dan Lama Perendaman 
Anova: Two-Factor With Replication 
   
ANOVA 
      
Source of Variation SS df MS F P-value F crit 
Lama Elisitasi 1986289 3 662096.3747 170.0411 8.46E-23 2.838745 
Jenis Elisitor 146590 4 36647.50681 9.411898 1.85E-05 2.605975 
Interaction 429220 12 35768.33444 9.186107 3.96E-08 2.003459 
Galat 155749.7 40 3893.742518 
   Total 2717849 59      
 
Uji Lanjut (DMRT) 
Sd     =    √KTG/r 
Sd     =    36,027 
P(20,40,0.05)  
   
 
P Rp (SdxP) Rata-rata Notasi  Jenis dan Waktu Rata-rata  
1   98.623 a  CHT 2 824.242l  
2 2.858 102.9652 129.477 ab  CHT 4 500.275gh  
3 3.005 108.2611 164.187 ab  CHT 6 526.171hi  
4 3.102 111.7558 165.840 abc  CHT 8 680.441
k
  
5 3.171 114.2416 169.146 abc  CHT 10 390.634
efg
  
6 3.224 116.151 233.058 bcd  GA 2 661.157
jk
  
7 3.266 117.6642 236.364 bcd  GA 4 637.466
ijk
  
8 3.3 118.8891 279.890 cde  GA 6 554.821hij  
9 3.328 119.8979 304.683 de  GA 8 473.278gh  
10 3.352 120.7625 349.311 def  GA 10 468.871
fgh
  
11 3.372 121.483 390.634 efg  GX 2 169.146abc  






13 3.404 122.6359 473.278 gh  GX 6 129.477
ab
  
14 3.418 123.1403 500.275 gh  GX 8 236.364
bcd
  
15 3.429 123.5366 526.171 hi  GX 10 98.623a  
16 3.439 123.8969 554.821 hij  MD 2 165.840abc  
17 3.448 124.2211 637.466 ijk  MD 4 164.187
ab
  
18 3.456 124.5093 661.157 jk  MD 6 279.890cde  
19 3.463 124.7615 680.441 k  MD 8 349.311def  
20 3.469 124.9777 824.242 l  MD 10 304.683de  
 
 
3. Seleksi Lama Germinasi 
AKTIVITAS ANTIOKSIDAN 
Anova: Single Factor 
      
SUMMARY 
     
Groups Count Sum Average Variance 
  24 2 783.0579 391.5289 480.2438 
  48 2 1110.882 555.4408 11167.51 
  72 2 1686.501 843.2507 722.63 
  96 2 1160.468 580.2342 19.20975 
  
ANOVA 
      
Source of Variation SS df MS F P-value F crit 
Lama Germinasi 209578.2 3 69859.39 22.55422 0.005732 6.591382 
Galat 12389.59 4 3097.398 
   Total 221967.7 7      
 
 
UJI LANJUT BNT  Lama Germinasi Rata-rata 
MSt            =  3097.398  24 391.529
a 
t(dfe 2.776  48 555.441
b 
                = 0.050  72 843.251
c 
dfe             = 4.000  96 580.234
b 
R                =  2.000    




Anova: Single Factor 
    
SUMMARY 
     Groups Count Sum Average Variance 
  24 2 57.5679 28.78395 47.91247 
  48 2 73.56394 36.78197 1.12615 
  72 2 111.918 55.959 156.2289 
  96 2 78.28639 39.14319 57.22753 
  
ANOVA 
      Source of Variation SS df MS F P-value F crit 
Between Groups 782.9355 3 260.9785 3.976891 0.107796 6.591382 
Within Groups 262.495 4 65.62376 












Anova: Single Factor 
    
SUMMARY 
     Groups Count Sum Average Variance 
  24 2 545.6757 272.8378 196.4126 
  48 2 596.5766 298.2883 2863.404 
  72 2 660.7658 330.3829 7.329965 
  96 2 628.7838 314.3919 5819.358 
   
ANOVA 
      Source of Variation SS df MS F P-value F crit 
Lama Germinasi 3615.499 3 1205.166 0.54247 0.678666 6.591382 
Galat 8886.505 4 2221.626 




Anova: Single Factor 
  
SUMMARY 
   Groups Count Sum Average Variance 
24 2 161.5531 80.77656 210.3879 
48 2 110.6374 55.31868 202.9411 
72 2 192.1758 96.08791 7.256236 
96 2 90.41758 45.20879 8.718754 
ANOVA 
      Source of Variation SS df MS F P-value F crit 
Lama Germinasi 3250.316 3 1083.439 10.09484 0.024507 6.591382 
Galat 429.304 4 107.326 
   Total 3679.62 7      
 
UJI LANJUT (BNT) 
     MSt =  107.326 
 
Waktu (jam) Rata-rata 
















 Nilai BNT 23.485 
      
 
4. Seleksi Konsentrasi Elisitor 
AKTIVITAS ANTIOKSIDAN 
SUMMARY 
   Groups Count Sum Average Variance 
0 2 1141.185 570.5923 7942.166 
50 2 657.7135 328.8567 1195.511 
200 2 1058.54 529.27 6773.454 
350 2 1214.876 607.438 0.94863 
500 2 1686.639 843.3196 717.4031 
650 2 1793.388 896.6942 136.6027 
 
ANOVA 
      Source of Variation SS df MS F P-value F crit 
Between Groups 443001.4 5 88600.29 31.70697 0.000305 4.387374 
Within Groups 16766.08 6 2794.347 







UJI LANJUT (BNT) 
MSt =  2794.347   Konsentrasi rata-rata  
t(dfe 2.447   0 570.592
b  
 = 0.05   50 328.857
a
  
dfe = 6   200 529.270
b
  
r =  2   350 607.438
b
  
Nilai BNT 129.348   500 843.320
c
  





Anova: Single Factor 
     
SUMMARY 
     Groups Count Sum Average Variance 
  0 2 88.28777 44.14388532 0.15843 
  50 2 68.8183 34.40915212 5.438725 
  200 2 84.96533 42.48266661 0.000999 
  350 2 91.03241 45.51620285 9.756401 
  500 2 109.8513 54.92567343 13.11846 
  650 2 114.1571 57.07853935 8.392252 
  
ANOVA 
      Source of Variation SS df MS F P-value F crit 
Between Groups 703.4227 5 140.684533 22.89709 0.000765 4.387374 
Within Groups 36.86526 6 6.144210563 
   Total 740.2879 11      
UJI LANJUT BNT 
      MSt =  6.144211 
 
Konsentrasi %Inhibisi 
  t(dfe 2.446912 
 
0 44.144b 
  = 0.05 
 
50 34.409a  
 dfe = 6.000 
 
200 42.483b  
 r =  2 
 
350 45.516b  
 Nilai BNT 6.065 
 
500 54.926c  
 
   
650 57.079c  
 TOTAL FENOL 
Anova: Single Factor 
    
SUMMARY 
     Groups Count Sum Average Variance 
  0 2 589.7117 294.8559 503.3879 
  50 2 567.7477 283.8739 263.8787 
  200 2 549.955 274.9775 11.18517 
  350 2 681.2613 340.6306 1076.313 
  500 2 745.6757 372.8378 40.58112 
  650 2 729.6847 364.8423 56.02731 
  
ANOVA 
      Source of Variation SS df MS F P-value F crit 
Between Groups 18337.15 5 3667.43 11.27646 0.00522 4.387374 
Within Groups 1951.373 6 325.2288 
   Total 20288.53 11         
 
UJI LANJUT (BNT) 
MSt =  325.2288 Konsentrasi Rata-rata 
t(dfe 2.447 0 294.856
a 
 = 0.05 50 283.874
a 
dfe = 6 200 274.977
a 
r =  2 350 340.631
b
 
Nilai BNT 44.128 500 372.838
b
 






Anova: Single Factor 
    
SUMMARY 
     Groups Count Sum Average Variance 
  0 2 108.293 54.14652 38.00131 
  50 2 67.56044 33.78022 31.88289 
  200 2 93.05495 46.52747 46.05187 
  350 2 104.2637 52.13187 6.182828 
  500 2 194.3004 97.15018 0.217365 
  650 2 107.4872 53.74359 3.102148 
  
ANOVA 
      Source of Variation SS df MS F P-value F crit 
Between Groups 4599.818 5 919.9637 44.00392 0.000119 4.387374 
Within Groups 125.4384 6 20.9064 
   Total 4725.257 11      
 
UJI LANJUT (BNT)   
MSt =  20.906 
 


















 = 0.05  
dfe = 6 
 
r = 2 
 




















































































Proses Elisitasi Kedelai Hitam Pelarutan Kitosan dengan 
Asam Asetat 1% 
























































Pengujian Total Fenol 
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